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(g) Hormon-Hormonrezeptorkomplexe und Nukleinsaurekonstrukte und ihre Verwendung in der Gentherapie 
(St) Die Erfindung stellt einc Stoffzusammcnsetzung bereit, 

die eine Nukleotidsequenz umfafSt, die wenigstens ein 

hormonresponsives Element (HRE) umfafSt, wobei dieses 

hormonresponsive Element an einem Hormon-Hormon- 

rezeptorkomplex gekoppelt ist; 

des weiteren stellt sie Nukleinsaurekonstrukte bereit, die 
wenigstens ein hormonresponsives Element (HRE) um- 
fassen, wobei das hormonresponsive Element ein Gen re- 
guliert, dasfur einen mienschlichen Gerinnungsfaktor ko- 
diert und die Erfindung in der Gentherapie und besonders 
bei der Behandlung menschlicher Blutgerinnungsstorun- 
gen, wie z. B. Hamophilie, Anwendung findet. 
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Die Eriindung sielK einc .Slofly.usannuonscl/ung bereii. diceine Nukleoiidsequcn/.cnihalt, wclche niindeslcnsein hor- 
ko^uScrXm, f.''"^ wobei dieses hon,.onresponsive IH.eLn, an cincn Hon'o^-^^rn^^^^^^^^^ 

koniplcx gckoppelt isi. Sie bc.nIK Icmcr Nuklcinsaurckonslrukic. die niindeslens ein hormonrcsponsives HIeineni uni- 
lasscn. sowic Vck.oren die solchc Konsiruk>e cn>hal>cn. worin das honnonresponsive Elen.en. ein Gen rcgu en wc - 
und% ".n""'" "'cnschhchen Blu.gerinnungs.ak.or kodicr.. Die crfindungsgenJaBen Nuklcinsaurckonstruk'c S.uil- 
und Sioflzusan„„cnseizungen komn.cn in der Genthcrapie zur Anwendung, insbesondcre in der Bchandluno ...enschH- 
cher Blu..gennnung.ss orungen. beispielsweise Ha.uophilic. Sic konnen auch daz.. verwcnde, werden. ^ine her^uf 
Oder herunlcr zu rcgulieren. sowie uni Iiiipfstoflc zu vcrabreichen. ' leifeene neraui 

2. Zusaninienliassiing dt- s Siandes dcr Technik 

Die Gcn.herapic s.cll. fur zahlreichc Krankheiicn und Dcfek.c einc auBersi vicl versprcchende Mcthode dan Allgemcin 
^^h^^Zh:^:::^ r -kon.binan.cr Gene oder Transgcne in son.a.ische Zellcn, u„. „.i, cinen, gencT- 

schen Dclc kl bohalle e Protcnc zu crsctzen oder den palhologischen ProzeB einerKrankheit zu beeinflussen. Ihrem Prin- 
z.p nach .SI d,c (.cn.lTcrap.e eine emfachc Mclhode. In dcr Praxis inusscn noch vielc Nachleile ubcrwunden werden 

iJic horbchung in. Bcrcich der Ocnilicrapie hal sich auf Wcge konzenlriert. DNA n.oclichst eflekliv in Zcllen eines Pa- 
lenlen zu inkorponeren Gegenwanig sind viralc Vekioren die Trager. welciie in kiinischen Gen.herapieansa.zen «e- 
e.nh.n verwendc. werden. In puncio Genexpressionselfizienz haben die viralen Verabrcichunsssvs.en.c groRe VbrtelL 
in. Vengleich zu fechniken. die DNA-Lipid-Forn.ulicrungen ais Trager zur Verabreichune verw^nden odcr i„. SeTch 
zu ,uccl,a„,scl.en Melhoden. beispicLswe.se dcr "gcr.c gun". Obwohl cs eir.c V.cllal, virafer Svs.e„.e gi^. dil ^r gfmhe- 
rapculischc S Iralcgicn gclcsicl wurdcn, sind rciroviraic Vcklorcn und adenoviralc Vcklorcn gcscnwattig die am incislcn 
verwende.cn IVager (Saln.ons, B. and Gunzburg, W.H., Ilu.n. Gene Ther.. Vol. 4. 129. 1993rKasah^ N A e a Je" 

k Tnt-M v.raler Koniannnanon. Andere Sicherheilsbedenken slehen nach wie vor der En.wicklung eine; 

rl^^rw" Anwendung der Genihcrapie unler Verwendung dicscr viralen Sysieinc iin Weee. So weisen beispielsweise 
reko,nb,nanle.Rcirov.ren den Naehleil der zufailigen ehron.oson.alen Integration auf. welche zur Akiivierung von On- 
rShin^r^rTi Tuttiorsuppressorgenen fuhren kann. Des weileren ha. die wiederhol.c Anwendung 

35 S USA Vo oToZ7V:^TI.^'?""'^" .Mununologiscbc Problcn.e vcrursach, (Elkon. K.B. et al,. Proc. Na.l. Acad 
3» Sc.. USA Vol. .94. 9814 1997). D.e hun.oralc An.wor. fuhne zur Produktion von Aniikorpem gegen Adenoviruspro- 
.«nc. welche e,nc nachlolgcnde Infektion verhinderten. I„,„.unsuppressive Mcdikan.cn.e k^nnen^lese wZngTab- 
Voi 9?Mbl 1995V' '^'"^ zusatzliche Belasiung dar (Dai, Y. et al.. Proc. Natl. Acad. Sci! USA, 

m ^' ?- f Verabreichungssyste.n beruh. auf den. adenoassoziierlen Virus fAAV). Das AAV erforden eine 

r^no ' m'°" T,""" ^^'^^"'l'"^" Helfervirus. Obwohl solche reko.nbinanien .W- Virionen sich fur dTe M- 
weMfe^ I'f S'T '^'^l"^,'-.^<^^"f qu^n-^en in WirtszcUen als nutzlich erxviesen haben. so sind Genverabreichungssysten.e. 
welche aut sokhe.i P^^ukeln bas.eren. du.ch die verhal.nisn.a6ig kleine GroBe der AAV-Partikcl li.ni.ied. Diese Eigen- 
schalt venninderi. die Bandbreite geeigncter genctischer ProlokoUe in hohein MaBe. Daruber hinaus s.ell. die ■ No.wen- 
a1glve.1t, em Hcllervims einzusetzen, einen weiteren koniplizierenden Faktor dieses Verabreichungssystems dar fMu- 

45 zyczka, N., Curr. Top. Microbiol. Immunol.. Vol. 158. 97. 1992). ngssystenis aar. cjvii. 

.nr.nS;"'''^,'*^ Geniherapieansaize sind ebenfalls nichi zufriedenstellend. obwohl sie sicherer sind. Problenie in, Zusani- 
dlt te^H •"^f^t'""'*'' ^'^"^'-•r^b'-e'chung oder schwachcr kontinuierliclier Expression stellen wesenlliche Nachteile 
DNA^fnH L !" ^^'^P'.^'7^>^^ d>e direkle Injekiion von DNA in zellulare Ko.uparUn.ente bis bin zu Gen.ischen aus 
erUnh ."^^^'on'^J-'hen Lipiden oder Polylysin. welche einen leichieren Duix:htrilt des Transgens durch die Zellniembran 
toc^ I , r !l A"*" "berwundcn. (Feigner, P.. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol 84 7413 

1987; Behr. J.-R, Bioconjugate Chemistry, Vol. 5, 382, 1994). 

Mit der Einfiihrung nackter DNA (Polymikleotid-)Sequenzen (einschlieBlich An.isense-DNA) in Venebra.en ist eine 
kontrolUerle Expression eines Proteins ii.oglich. Es wird berichtel. daB eine Verabreichung derPolvnukleolidsequenzen 
il^ r r.'^ beispielsweise Muskeln. Gehirn oder die Haul durch Injekiion oder durch die Einfuhruns in den Blut- 
kreislaul erre.cht werden kann. (Wolff, .T.A.. et al.. Science, Vol. 247. 1990: Lin H.. e. al.. Cirulation. Vol 8^" ''^n 1990- 
t^^Il , •' "^'"^ "^^^^ ' ^'^^^^ J^^s^'^i'^'-'-'n wurde ein direk.er Gen.ransfer in Saugetim. i^. Zusai,.: 

n.enhang inu m Liposomen verkapsci.er DNA und .uii DNA. die in Protcoson.cn eingeschlossen war. welche Rczepior- 
proie.ne en.h.c .en. bcnch.e,. Obwohl die Injekiion nackter DNA zur Expression des Transgens fuhrt. ist. die Effizicnz 
nNTZ\Zy^"Tr'''^''.'^ pNA-Verabrc,chunsssyste,..en auf der Basis von Viren verglerchbar. Dennoch ha, nack.e 
\Ina htln? h "'"gl-che pa.hogene Ellekte ausbleiben. Fine Finschrankung der Meth.xle der Injekiion nack.er 

nun?, e^l h latsache. daB d,e Transgenexpression dosisabhangig ist. Die Gencxpression kann einen Sa.tigunes- 
punkteneichcn, und eine Zunahnie der injizierten DNA-Mcnge fuhri zu eincr vennindencn Pro.cinprodukiion pro pfas- 
wiSen SchSnwr^^ dran.ali.sch sinkcn, wenn die Mengc an injizicrierDNA oberhalb eines gc- 

Unier den geneiischen Erkrankungcn. welche der Fachn.ann sich mi. Hille dicscr Me.hoden des Stands der Tbchnik zu 
iSnnnhin!; H Jti ''"^ ^^J^^J^^"- ^ic i>>' Zusan„.>cnhang n,i. BU„gerinnunssdclx.-k.cn stchcn-. und insbesondcre 

Hamoph, he ^oz-cr. .T.N. and Bnnkhous, K.M.. .lAMA. Vol. 271, 1994; Hocbcn. R.C.. Biologicals. Vol "^3 ^7 1995) 
Hatnophilic A und B beispielsweise sind X-gckoppelic. lezcssi ve Blulungsslorungen. welche durch Dcfckie dcr Bluigc- 
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^ rinnuniisrakiorcn Vm b/vv. \X vcrursuchl wcrdcn (Sadler, J.li. ci aL, in: The Molecular Basis of BIoihI Diseases, 575, 

1987) . Hamophilie irill mil eincr TTiiuligkcii von eiwa eins /.u 5()0O bei niannlichcn Neugeborcnen auf. Hiiiiiophilicpa- 
licnlen Icidcn an cx/.cssivcn IMuiungcn infolgc fchlcndcr Blulsierinnuns an Vcrwundungsstellcn. Die Unfahigkcil zur 
richligcn BItUgcrinnung boding! auch Gclcnkschiidcn sowic Schiidcn dcr inncrcn Gcwcbc und vcrursachl dariibcr hinaus 
Uisiken ini Znsamnicnhang mil dcr richligcn Hchandlung von Schniiien. 5 

riainophilic A liiBt sich diirch Vcrabrcichung dcs Blui^erinnungsfaklors VIU behandcln. Bis vor kur/crii niuGien Fak- 
lor Viri-Praparatc durch die Kon/.cnirierung von Spendcrblui gewonncn werden, wodurch das Risiko einer Konlaminie- 
rung mil infcklioscn Agcnl ien, et wa HIV oder Hcpaiiiis, gegcben war. Das Faklor VIII-Gen isl kJonieri vvordcn (z. B. Ve- 
. bar et al., Naiurc, Vol. 'M2, 337, 1984), wodurch die Herslellung eines rekombinanlen Produkles ernioglichl wurde. Ob- 
wohl Fakior Vm mincis rckombinanier Meihoden in einer hoheren Reiriheii als aus den Blutkonzentraten bcreiigesielll i6 
werden kann, erlorderi die exogene Versorgung eines Paiienlen mil Faklor VTII noch imnier die Verabreichung wieder- 
holier Dosen vvahrend des gesaiiilen Lebens des Palienlen, cine unpraktischc und icure Losung. Anderc Hamophiliefor- 
nien schlieBen Hamophilie B ein, welche durch einen Defekl des fiir Faktor TX kodierenden Gens verursacht wird. Die 
obcn beschriebencn Genihcrapiesysienje wurden ini Zu sai nine n hang mil der Behandlung von Hamophilie A und B mil 
Faklor Vin bzw. DC beniuhl (siehe z. B. WO 94/29471). Diese Systenie weisen jedoch die obcn bereils diskutienen 15 
Nachleile auf. 

Das klassische Modell der Honnonwirkung basiert auf deni Konzepl der Bindungswechselwirkung des Honiions mil 
einem intrazellularen Rezepior, wclcher im Zyloplasma oder im Kern lokalisicn ist (Evans, R. Science, Vol. 240, 889, 

1988) . Diesc intrazellularen Rczeplorcn vcrblcibcn im latenlcn Zustand bis sic ihreni jeweiligen Zielhoniion ausgesetzt 
werden. Bei einer solchcn Ex position veriinderl der Honuonrezepior nach der Bindung dcs Honiions seine Konfoniiation 20 
und iranslozieri in dcr akiivierlcn Fonn in den Zxillkem, wo er als Dinicr an honiionrcsponsivc Elemcnic (HRE) in dcr 
Promoiorregion hornionreguliericr Gene bindcl (Bcaio, M., Cell, Vol. 56, 335, 1989; O'Malley, B., el al., Biol. Reprod., 
Vol. 46, 163, 1992). Die HRE sind "enhancer"-Elenienle, die sich gcwohnlich in der 5'-flankierenden Region des jewei- 
ligen honnoninduzierlen Gens bcfinden. 

Der Sieroidrczcplor slelll ein Bcispicl fur solche inirazelluiaren Rezcploren dan Sieroidrezcplorcn gehoren zu einer 25 
Superfainilic ligandcnabhangigcr Transkriplionsfakloreri, fur die cine einzigarligc niolekulare Siruklur charaklerislisch 
isl. Die zcnlral angcordnctc, hoch konscrvicrlc. DNA-bindcndc Domiinc dcfinicrt diesc Superfainilic. Die zwcitc wich- 
ligc und verglcichswcise invarianle Region isl die COOH-ierniinale Ligandenbindungsdomane. Ein Beispiel fur einen 
solchcn Rczcplor isl der Progeslcronrezcpior. der durch das Steroid Progesleron gesteuen wird. Bei deni Progesteronre- 
zcplor wirki Progesleron als naturlicher Agonist, und als solchcr zeigl es starkc anli-niineralokorlikoide Eigenschaften 30 
sowohl auf der molekularcn als auch auf der systcinischen Ebene. Neben den klassischen Uteruseffekten wurden dem 
Progesleron in zahlreichcn Studien auch anti-epileptische, anxiolylische, hypnotische und anasthetische Eigenschaften 
zugeordnet. 

Meihoden fur die Vcrwendung von Rezeptorniutanten, einschlieRlicli Sieroidrezeptorniuianten fur die Geniherapie, 
sind vorgeschlagen wordcn. Solche Meihoden sind beispiclsweise in WQ 93/23431, WO 98/18925 und WO 96/40911 35 
offenbart. WO 98/33903 offcnbari ein genetisches Konslrukl, welches ein steroidresponsives Element eines gewebespe- 
zifischen Gens, cine kodicrende Sequenz und einen S V40 "enhancer" umfaBl. 

Kurze Beschreibung der Erfindung 

40 

Das Ziel der vorliegenden Erfindung besieht. darin, die Nachleile der friiheren Gentherapieverabreichungssysieme zu 
uberwinden. Das Verabreichungssysleni gemaB der vorliegenden Erfindung isteine Stoffzusanmiensetzung, die eine Nu- 
kleinsaure enlhalt, welche niindestens ein honnonresponsives Element (HRE) umfaBt, wobei dieses horinonresponsive 
Element an einen Hormon-Honuonrezeptorkomplex gekoppelt isl. Eine bevorzugte Ausfiihrungsfonii der Stoffzusam- 
mensetzung gemaG der vorliegenden Erfindung ist eine, in der das honiionresponsive Element ein steroidresponsives 45 
Element (SRE) und der Rezeptor ein Steroidrezeptor isl. In der am meislen bevorzuglen Ausfuhrungsform ist das hor- 
monrcsponsive Element ein progesteronresponsives Element (PRE) und der Rezeptor isl ein Progesteronrezeptor. 

Die vorliegende Erfindung slelll ein Verabreichungssysiem fur die Gentherapie bereit, welches die Nachleile des Slan- 
des der Technik uberwinden sollte. Das Vorhandensein des homionresponsiven Elements in Verbindung mil der Nukle- 
insaure, die fiir ein interessierendes Gen kodiert, forderi und verslarkt die Genexpression und, was noch wichtiger ist, 50 
fdrdert das Binden eines Homion-Homionrezeptorkoiiiplexes. Ein honnonresponsives Element ist bevorzugl in Fonn ei- 
ner dinieren oder muliimeren Nukleinsauresequenz vorhanden. Sogar eine inverse Orientierung des homionresponsiven 
Elements wird zu dcssen richiiger Funktion fiihren. Dcr Honnon-IIonnonrezeplorkoniplex enlhalt einen Hormonre- 
zeplor, der nach Bindung seines spezifischen Honiions aktiviert wird. In aklivierler Fonn isi der Honuonrezepior in der 
Lage, sein spezifisches honnonresponsives Element, das gemaG der vorliegenden Erfindung mil einer NukJeinsaure 55 
kombinieri ist, die das erwunschle Gen, beispiclsweise einen menschlichen Bluigcrinnungsfaktor enlhalt, zu erkennen 
und daran zu binden. 

Ein weilcrer Aspckl der vorliegenden Erfindung ist ein Nukleinsaurekonslrukt, das mindesiensein honnonresponsives 
Eleuicnt (HRE) enlhalt und insbesondcrc niindestens ein honnonresponsives Element fur die Regulation eines Gens, das 
fur einen menschlichen Blulgerinnungsfaklor kodiert. Eine bevor/ugie Ausfuhrungsfomi i.si eine, in der das hornionre- 60 
sponsive Elcnieni ein steroidresponsives Element (SRE) ist. In einer besonders bevorzuglen Fonn ist das honiionrespon- 
sive Element ein progesteronresponsives Element (PRE). 

Ein weilcrer Aspckl dcr vorliegenden Erfindung sind Vekloren, die die Nuklcinsaurekonstrukle gemaB der vorliegen- 
den Erfindung enthalien. Ausfuhrungsfonnen der vorliegenden Erfindung schlieBen desweiteren translizicrte und trans- 
fonuieric Zellcn ein, welche diese Vcktoren und/oder Nukleinsauren enthalien. 65 

Eine wcilcrc Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung sind pharniazeutische Zusamincnscizungen, die eine the- 
rapeuiisch wirksamc Dosis der erfindungsgemiiGcn Nukleinsiiurekonslrukle sowie ein Honuon enthalien. Das Honiion 
ist vorzugswcise ein Steroid, besonders bevorzugl Progesleron. Ein weilcrer Aspekl der Erfindung ist die Vcrwendung 
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cicr Siorr/.usaniincnscl/.iini!cn iind Nuklcinsaurckonslruktc als Mcdikaiucnlc gcgcn gcnclischc Dcfcklc iind Hrkrankun- 
gen hcispiclswcisc nUniophilic. sowic die Vcrwcndung dcr SlonV.usaiinucnsei/.ungen und Nuklcinsiiurckonsiruklc fur 
die ncrs.cllung cines Medikanicnics gcgen geneiischc Defcklo und Krkrankungcn. bcispielsweise Hamophilic. 

l-)ie hrlindung bcMnhalicl Icmcr cin Vcrfahrcn zur Hinfuhrung cines Nukleinsaurekonstrukies, das fur ein intercssiercn- 
des Gen. bcispielsweisc einen n.cnschlichcn Hluigcrinniingsfaklon kodicrl, in cine Zx^lle, uni das inlercssicrende Gen in 
dcr A:IIc zu cxpnnn^^^^^ Dieses Vcrfahren bringt cine Nukleinsaurc in die ZcUe cin (beispiclswcise inillcls eincs Vek- 
ors), sc> daB die Zclle das Gen. Rir das die frenidc Nukleinsaurc kodicrt, exprimiert. Bei dieseni Vcrfahrcn wird die Nu- 
kleinsaurc, vvclche rurdas Gen, bcispielsweisc einen nienschlichcn Blulgerinnungsfakior, kodiert, mil. eineni Nuklein- 
saurckonslruki konibinieru welches niindcslcns ein homionresponsives HIeineni (HRH), bcvorzufi;! cin progcsleronre- 
sp..nsives Llcn.enu enihali. Das Vorhandenscin des honnonresponsivcn Elements in Verbindung inil der Nukleinsaurc 
wclchc lur das Gen, beispielswcise einen nienschlichcn Blutgeririnungsfaktor, kodiert^ fordcrl. und verstarkt die Gencx- 
prcssion und lorderi die Bindung eincs Honnon-Honnonrezeplorkoniplexes in der Zielzelle 

hin weilerer Aspekl der Rrfindung ist ein VeHahren zur Rehandlung eines Blutgerinnungsdefektes durch Verahrei- 
Chung einer iherapeuiisch wirksaiiicn Menge der crfindungsgeinafien SiolTzusamniensetzuno an einen Oruanisinus 

bine weilere Austuhrungstonn geiiiaB dein erfindungsgeiiiaBen Verfaliren stellt die Inipfung dar. Die Einftihrunij eines 
Nukleinsaurekonslruklcs oder einer Siotfzusaniniensctzung der Erfindung, die ein Gen fur ein Aniigen oder virale Se- 
quenzen enthall ,n eine Zelle (DNA oder niRNA-ln.pfslofie) unter Vcrwcndung des oben erwahnlen Verfahrens kann 
auch emen Weg darsiellen, uiii die zellulare Inmiunantwori zu sriniulieren. 



Kurze Bcschreibung der Abbildungen 



Abb. 1 isi ein Diagranini des Vcklors pTGFGl. 

Abb. 2 isr cin Diagranini des Veklors pTGFG4, 

Abb. 3 isi ein Diagrannn des Vcklors pTGFG5. 
25 Abb. 4 isi ein Diagranini des Vektors pTGFG6. 

Abb. 5 isi ein Diagramm des Vcklors pTGFG7. 

Abb. 6 isi cin Diagranini des Vcklors pTGFGS. 

Abb. 7 isi cin Diagranini des Vcklors pTGFG9. 

Abb. 8 ist cin Diagranini des Vcklors pTGFGlL 
30 Abb. 9 isi ein Diagranini des Veklors pTGFGll. 

Abl). 10 is! cin Diagraiuni des Veklors pTGFG13. 

Abb. 11 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG 14. . 

Abb. 12 isi ein Diagrannn des Veklors pTGFG 15. 

Abb. 13 isi ein Diagranini des Veklors pTGFG16. 
:»5 Abb. 14 isi ein Diagramni des Veklors pTGFGlS. 

Abb. 15 isi ein Diagramni des Veklors pTGFGlQ. 

Abb. 16 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG20. 

Abb. 17 isi ein Diagrannn des Veklors pTGFG21. 

Abb. 18 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG22. 
40 Abb. 19 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG23. 
Abb. 20 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG24. 
Abb. 21 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG25. 
Abb. 22 isi ein Diagrannn des Veklors pTGFG26. 
Abb. 23 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG27. 
45 Abb. 24 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG28. 
Abb. 25 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG29. 
Abb. 26 ist ein Diagramni des Veklors pTGFG30. 
Abb. 27 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG31. 
Abb. 28 ist ein Diagramni des Veklors pTGFG32. 
•50 Abb. 29 isi cin Diagramni des Vektors pTGFG33. 
Abb. 30 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG2, 
Abb. 31 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG34. 
Abb. 32 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG35. 
Abb. 33 isi cin Diagramni des Veklors pTGFG36. 
55 Abb. 34 ist ein Diagramni des Vcklors pTGFG37. 
Abb. 35 ist ein Diagramni des Veklors p'l'GFG38. 
Abb. 36 isi ein Diagramni des Veklors pTGFG53. 
Abb. 37 ist ein Diagrannn des Veklors pTGFG64. 
Abl). 38 isi cin Diagramni des Veklors pTGFGO. 
r>o Abb. 39 ist ein Diagramni des Veklors pTGFG66. 
Abb. 40 isi cin Diagramni des Veklors pTGFG67, 
Abb. 41 ist ein Diagramni des Veklors pTGFG68, 
Abb. 42 isi cin Diagramni des Veklors pTGFG69. 
Abb. 43 isi. ein Diagramni des Veklors pTGFG82. 
65 Abb. 44 isi ein Diagramni des Vektors pTGFG95. 

Abb. 45 isi die DNA-Sequenz des Vcklors pTGFG36 (SEQ ID No. 1), 

Abb. 46 isi die DNA-.Scquenz des Veklors pTGFG67 (SEQ ID No. 2). ' " T ' 

Abb. 47 zeigi eine (JFP-Konzeniraiionskurve fiir Zellhomogenisaie nach dcr Transfektion mil pT(;F(j5 bzw. 
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Abb. 48 /ci^t kon cspondicrcndc lichi- (a und c) und fluoreszcn/mikroskopischc (b und dj Aufnahnicn von HcLa-Zel- 
Icn njch dor Trans Ickli on niil p'rGFCi5 (a und b) bzw. pTGFG20 (c und d). 

Dclaillicrtc Beschrcibimg der Hdindiing 5 

1 . DefiniLionen 

"Nuklcinsiiurc" bcdeutcl DNA, cDNA, luRNA, tJ<.NA. Die Nukicinsaurc kann linear oder zirkulan doppel- Oder ein- 
zelsiriingig sein. lo 

"Nuklcinsaurekonsirukl" bezichi sich auf einen Verbund sich aufeinander beziehendcr Nukleinsaureelcnienle. Die Nu- 
kleinsaurcelenientc dcs Konstruktcs konncn in einer solchen Orieniierung in eineni Veklor inkorporiert sein. daB das in- 
teressierende Gen rranskribierl werdcn kann und, wenn erwiinschr, ein erwiinschtes Protein expriniieri werden kann. 

"Honiionresponsives Elcnienl" (HRE) beziehi sich auf Nukieinsaure- und insbesondere DNA-Bereiche, die als Folge 
der Honiionakiivierung die Transkripiion von Genen regulieren. Typischerweise haben HREs eine Lange von elwa 15 
10-40 Nukieotiden, und insbesondere von elwa 13-20 Nukleoliden. \Vie oben erklari, werden HREs aktiviert, wenn ein 
Mormon an seinen korrespondiercnden intrazciiularen Rezeptor bindct und eine Konforniaiionsanderung verursachu so 
daB der Rezeptor eine erhohtc Affinitai fur das HRE aufweisi und daran bindct. Das HRE wiederuni sliniulicrt die Tran- 
skripiion. Ein "sicroidresponsives Element" fSRE) ist ein HRE, das als Antworl auf die Sicroidakti vie rung die Transkrip- 
iion von Genen regulierl. Ein "progesieronrcsponsives Element" (PRE) is! ein HRE/SRE, das die Transkripiion von Ge- 20 
nen als Folge der Progesleronaklivierung regulierl. 

"Honnonrezepior" bezieht sich auf einen Rezeptor, der an ein Honuon binder oder durch ein Hornion aktiviert, wird. 
"Sleroidrezeptor" bezeichnet einen Rezeptor, der an ein Sieroidhoniion bindel oder durch dieses aktiviert wird, Ein "Pro- 
gcsleronrezepior" isl ein Rezeptor, der an das Steroidhomion Progcsteron bindet oder durch dieses aktiviert wird. 

"Gen" bezeichnet DNA, die an der Expression eines Polypeptids beleihgl isl, welches wahlweise "leader" und "trailer" 25 
Sequenzen, sowie. Tnlrons und Exons enihallen kann. 

" Vcktor" bczcichnel. jcdwcdcs gcnctischc Konslrukt, elwa cin Plasniid. einen Phagcn, cin Kosmid cic., das rcplizicrcn 
kann, wenn es mil den ricbtigen Konlrollelemenlen assoziierl. isl und das Gensequenzen zwischen Sullen Iransferieren 
kann. Dieser Bcgriff umfaBt Klonierungs- und Expressionsvehikel. 

"Proniotor" bezeichnet eine Region reeulaiorischcr DNA-Sequenzen fur die KonlroUe der Gentranskripiion, an wel- 30 
chc die RNA-Polymerasc bindel. Der Proniotor bildet mil RNA-Polynierasc einen Initial ionskoniplcx, uiii die Transkrip- 
iion zu initiieren und anzutreiben. "Enhancer" konnen den Koniplex aktivieren, oder "silencer" konnen ihn inhibieren. 
Ein "gewebespczifischer Proniotor" ist ein Proniotor, welcher in der DNA eines Gewebes fiir die Transkripiion. von Ge- 
nen, die in spezifischeii Gcwcbcnexpriniierr werden, gefunden wird, 

"Therapeutisch wirlvsanic Dosis" der erfindungsgemaGen Produklc bezeichnet eine Dosis, die zum Zwecke der Be- 35 
handlung oder der Prophylaxe wirksani ist, beispielsweisc eine Dosis, welche eine wirksanie Behandlung oder Veniiin- 
derung der Syniptonic der Hamophilie herbeifiihrt. Sie isl femer eine Dosis. welche die Expression eines Zielgenes nieB- 
bar aktiviert, was durch Messungen der Spiegel des Zielproteins beslinimt werden kann, oder eine Dosis, von der man 
durch Extrapolation von in-vilro- oder in-vivo-Daten vorhersagen kann, daB sie zum Zwecke der Behandlung oder der 
Prophylaxe wirksani sein wird. Die Bestimmung einer therapeutisch wirksamen Dosis liegt innerhalb des Erfahrungsbe- 40 
reichs des Fachmanns. 

"Kodlerl" oder "kodierend" bezieht sich auf eine Nukleinsauresequenz, welche (im Falle von DNA) transkribiert oder 
(ini Falle von niRNA) in vitro oder in vivo in ein Polypeptid translatiert wird, wenn sie unter die KonlroUe geeigneter re- 
gulatorischer Sequenzen gesetzt wird. 

Im Sinne dieser Anmeldung bezieht sich "exprimieren", "exprimierend" oder "Expression" auf die Transkripiion und 45 
Translation eines Genes, das fiir ein Proiein kodiert. 

2. Detailiierte Beschreibung und Beispiele 

Wic oben gesagt, besleht eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin, ein neues und verbesseries \ferabreichungs- 50 
system fiir die Gehlherapie bereiizustellen. So s tell t die Erfindung in einer Ausfiihrungsfonn eine Siotl'zusanimenseLzung 
bereil, die eine Nukieinsaure cnthah, welche mindestens ein homionresponsives Element (HRE) unjfaBi, wobei dieses 
honuonresponsive Element an einen Hormon-Hormonrezeptorkomplex gekoppelt ist. Eine bcvorzugtc Ausfiihrungs- 
fonu der Stoffzusainmensctzung der Erfindung ist eine, in der das HRE ein sicroidresponsives Element (SRE) und der 
Rezeptor ein Sleroidrezeptor ist. Besondcrs bevorzugt isl ein progesleronresponsives Element (PRE) als honnonrespon- 55 
sives Element und ein Progesleronrezeplor als Rezeptor. 

HREs, die sich potentiell in der vorliegenden Ertindung verwenden lassen, sind bcrcils bcschrieben wordcn, beispiels- 
weisc GREs (Schcidereiu C, et al.. Nature, Vol. 304, 749, 1983; von der Ahe, D., el al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 
83, 2817, 1986), EREs oder Pras (Chambon, et al., Rec. Prog. Homi. Res., Vol., 40, 1, 1984; Kl«xk, G., et al.. Nature, 
Vol. 329, 734. 19S7). F's wurde oben bcreiis festgeslelh, daR erfindungsgcmaK das am meisten bcvor/.ugic HRE ein PRE 60 
ist. Insbesondere ist das PRE bevorzugt, welches in Beispiel 1 beschrieben ist. Die Nukieinsaure, welche erfindungsge- 
miiB verwendet wird, enthali mindestens ein homionresponsives Element. Bevorzugt ist cine Nukieinsaure. welche ein 
HRE enthali, sie kann aber auch niehr als ein HRE enthalten. So kann die Nukieinsaure beispielsweisc 3 oder 5 HREs 
enihallen. Die am meisten bcvorzugtc Ausluhrungsfonii ist eine Nukieinsaure, welche ein PRJ5 enihalt. 

Hormonrezeptoren, die sich poieniiell in der vorliegenden Erfindung verwenden lassen, sind beispielsweisc Osirogen- 65 
rczcptorcn, Mincralkortikoidrezcplorcn, Glukokortikoidrczeploren. Relinsaurerczepioren, Androgen-, Calcilriol-, 
Schilddriisenhonnon- oder Progesieronrczeplorcn, sowie "orphan "-Rezeplorcn, Solchc Rezcpiorcn sind in der Vcrgan- 
genheit beschrieben wordcn ((Jreen, S., ct aL, Nature, Vol. 320, 134. 1986: (ireen. Ci.L., et al.. Science. Vol. 231, 1150, 
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iyS6;Arri/,a.JX..clal..Scicncx\Vbl. 237.268. 1987: IT^ Naltirc Vol fiiS lO^S- IV.L^vi. ^i, 

N^^ure V^l ril - • ''-^4. 1988; Weinberger. C, c. al., 

fF?J,,^.J^}^^^^^\y'^^^^ UOK^-Sl; Glukokonikoidrezcpior B: MllU^iO: Reiinsaurere^eDior a- 

ly^^f'^ A1'0S8889 (lixon 2.). AH)S88yO (lixon 3). AHU8S891 (Hxon 4) AFok^y^ fHxon^ 

A1.-088893 (Exon 7, A1^88S94(Exon 8). Aro8889.5 CExon 9 und die lco,„ple„c cDN^^ 

^Vitj?oT'"-'P'°''- ^-^"^-^ '^-7424 (Exon 2). M27425 (Exon "!) M-7436 (E^n ^ M^74->7 "^^^^^ 

M27428 (Exon 6) M27429 (Exon 7), M27430 (Exon 8); Schilddrusenhonnonrc ;p,or o^; m"4^^^^ 

Pnoges,eronr...p,or: ATO16381 ; .Son,a.o,.ropi„rc..ep,or: .4l4S;' N^JonL' D-RtS?;;::'(S^^^ 

Dcr Fachniann wird verslehen. daB die Rczeptorproleinc niiiicls Standardmethoden exoriniierr werHrn L-Hnn^n h^i 
sp.c swe-se durch PCR-Klonicrung der bekann.en cTdNAs aus cDNA-Banken Id O^rc^^^^^^^^^^^^^^ dTS^esZcSe^n-" 
den Proicne ,n gecMgneien Bxpressionsvek.oren. wie be.spielswcise in den Vek.oren der vorlicenden ErfinS n^e 
e.one.en W,ns..llcn. beispielsweise CO.S-Zcllcn. In cn.sprcchender Weisc kann einc nachfSrAufSC^^^^ K- 
weTi" Zu dLten^' ""f bcispielswcisc durch Affini.a.schron.arographic-Aufrcinfgung et^fi^^t 

So it on K r '^rr'^ ^"""^^T"---- S'-'g"^" crxvunsch.en Rezeptor konunemell erhaltlich 

So lassen s,ch bc.sp.e swe.sc polyklonale Aniikorpcr gegcn den Mausproges.eronre/.epior. welche einc ausrek end 
SenS *r 'l^V"^^'^?'''''^'^'^ ^ut^el^n. von Dianova (Han.buni. Deu.schland) beziehen wS 

MiSe^ t' ^^""' f^, ""' ^"'"^^-•■d'.>'e'hcxlen erziel. werden. beispielsweise n.inels chron.atographisch^r 
Melhodcn w.c etwa lonenausiauschchronialograpliie und/oder FPLC 

«cJSron™^^^ 

fen Nr A-^^^^^^^^ v'T, ''^"=^-f;'""':^-^«^P'"'- (-"-^ ...cnschlichen T47D BrusLkrebszellen) is. in den. US Pa- 

ne HTO n'^T W ""k -k"" ""-'u R<=''=P'«^«=''Prin.icrcn. sind hin.crlcg. (Al'CC Hin.crlcgungsnun.- 

Hil wI!n.or^" r f ^" "".7"^ beschneben ware einc Aufreinigung eines solchen Rezeptors aus de.„ Zytosol mil 
v !f- ^^'^^P'^-^^P^'fi^^ i'^'- Anhkoj-i^r cine Roui.neangelegenheit. Desweiiercn offenbari das US Patent Nr. 4.74'' 000 ein 
Vcrlahren zur Aulrcn.gung des hurnanen Progesleronrezeptors n.iuels eines speziHsehen Steroidaffini.atsharles (vol 
a^Xar^tSlf:^^""^^?^' "l^^- Ku^^gcsag, wird die zyosolische Frak.ion der T47D-Ze lien dabei 

uber Sterogel gcgeben e,n kommerz.clles Praparai ausDesoxyconicos.eron. das an Sepharose 2B gekoppelt ist und den 
P«^ges eronrx^zeplor selekuv binde.. Nach Waschschrit.en .ni. Auflragspufter wird der gebundene Rezeptor mireinem 
. H TT"" "" o '• """-^^ """""^ S.eroidrezep,orko.„plex wird dann auf DEAE-Biogel chromatogr^ 

ph.erl ur^d schn tweise m„ e.ne.n 0.2 ...olaren NaCl-PulTer eluien. Danach laG. sieh das gebundene P^ogesteion lefcht 

..IJ2oi^J'\'^T*°"''"/J^^^' Rezeptoren und deren Derivate. die .i.ich die Funktion der Rezeptoren aufweisen. einen Li- 

f benfrils in der Fr^nH ^^''^'"^ ^"J'^fl: "-"^ ^'^^"'^^ ""^ ^^'^ Trans^ptioH regulieren, k6nnen 

tbcnfa Is ,n der Eriindung e.ngesetzt werden. Solch ein Dcrivai kann ein chenusches Deri vat s^in. eine Vtoan e sowie 
eine Chiiiiarc, Hybnd, Analog Oder ein Fusionsproduki. vmanie, sowie 

,,„^,!L"°7!:°" der Sloffzusan..nense.zung kann synthetische oder naturliche Honnonc umfassen. etwa Ostrogen, Te- 
eSrch P™r ; f hilddrusenhornton. Progesteron oder Derivate hiervon. Diese sind alfge. ,ein 

TS i ^[°^^T . ">^'^'^" bevorzugt. So wird na.urliches .uikronisier.es Progesteron beispielsweise seit 
.^en P olTeSrslhnf h UTROGESTAN* vertrieben. Seine Eigensch Jten sind denen des enSo'e- 

Kl^rSS^^u^ '"^^'''^'"^^ anl.6st«>gene,gestagene, schwach aniiandrogene und antintineralkofti- 

s3^^<Z£^kTJZ^^^^^^^^ ^u""^' ^" TrSger machen, utn Gene oder Nuklein- 

saurekonstrukte in .lire Z.elzellcn zu bringen. Insbesondere fUhrt der synergistische Effekt des doppel.en Prozesses einer 
M,kron^terung und Suspension in langketrigen Fettsauren zu einer erhohten Progesteronabsorp.ion. Es i7gezeTgt wor- 
den daB nach oraler Verabre.chung von 100 . ug UTROGESTAN® tnaxiinale Plas.na-Proges.eronspiegei in den tneisten 
So Itr^lil. : K ""Jf " ^"•'^'f h. M.L.. e, al.. Fertil. S.eril.. Vol. 46. 402. 1986^ DanacirsanSie 
Oher ni-f^ v.": "^^"^ 12 ^'unden noch erhoht waren. Sogar nach 84 Stunden lagen die Spiegel noch etwas 

or-., ^"^S^"S^^<^"; E.ne K,net,ks,udie in den USA ha. fruhere Etgebnisse bestatigt. welche die Biovertugbarkeh 
oral autgenomtiienen tinkron.sierten Progesierons gczeigi hat. Es wurde don ^ezeis-i. daB nach zwei Stunden ein Maxi- 
6o! 26^T993) i^'^s-'a-Progesleronspicgel schnell sink (Sin.on. .I.A., et al., Fertil., Steril., Vbl., 

Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung von Progesteron als Tragersubstanz beslehl darin. daU es nur aerin"e uner- 
wunsch.e Nebenw.rkungen ha. Oral verabrcich.es Proges.eron hat weder auf Plastualipide (Jensen. .7. et -I. Am J Ob- 
Vo ■^''T, n -'looi?^^' '^^^^ Kohlenhydra.s,o,Twech.sel (Mosnier-pLdar. H. et al.. Arch. Mai Coeur 

Tnr>n7,; . : r T- u"^" "ngunstigen EinfluB. Desweitercn wirken sich tagliche Progeslerondosen von 200 n.g und 
(sSbG, odJ 2h Hnrv'l".^^''''''- '''^''J- ^^^"^^^ '•^""^"'^ Geschlech.shor.„on bindendetn Globulin 
ha™un. ,?.!t i mm^2?T;^ Desoxykor.ikosteron-Plasn.aspiegel wahrend der Bc- 

nl^Rft"! . I ^ ^''^^^"^ wesenthch sieigcn konnen. gibi es deuilichc Hinwcise darauf, dali die inineralkoriifcoi- 
komn^n -if . i Progcstcronn.ctaboli.cn durch die an.i.t.ineralkortikoiden Efltk.c des Progesierons sclbs. volls.andig 
kou.pens.er. werden Dies wird au.s einer Verglcichss.udie ersichilich (Corvol, R, ci al.. In: Proges.cronc and progestins' 

oha Hu^l'hvH Un^OGESTAN«.dic n.ineralkonloiden LSe vin 9 a U 
pna-Muorohydrokomson ausgleiclien konnte. 
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IXmii Fachinann wird klar scin, daK die /usainnicnsc!/.uns! wcilcre Koiiiponcnlcn cnlhallcn. kann, welchc das Hinbrin- 
gcn dcr Nuklcinsaurc in cine /elle zuiu Zwecke der Cjeniherapie un(ersiut/.en konnen. Inshesonderc kann die Zusain- 
luensclzung aueh p-CyeKxlexirin, Gly/.crin, T^cilhin oder Maiskciniol cnlhallcn. licispielsweise kann dicZusaiiuncnscl- 
zung dcs crfindungsgcniaBcn TIonnon-TToniionrczcplor-Nuklcinsaurekoinplcxcs Mcnschen odcrTiercn oral in Form ci- 
ner Gclaiinekapscl verahreichi werdcn. Darin konnie Progeslcron in eincr 35% oder 40% P-C.Vclodexirinlosimg oder in 5 
Maiskciniol oder Glyzcrin mil ErdnuBol in Verbindung mil Lecilhin in cincr Konzenlration von 20O-3(X)iug vorhanden 
scin. 

Ein weilerer Aspeki dcr vorliegenden Erfindung isl ein Nuklcinsaurckonsiruki, welches niindesiens ein hormonre- 
sponsives Hlcmenl (I IRli) enihah, und insbcsondere niindesiens ein VUili zur Regulalion der Expression cincs Genes wie 
etwa, zum Beispiel, eines Genes, das fUr einen menschlichen Bluigerinnungslakior kodieri. Eine bevorzugie Ausfuh- lo . 
rungsfonii besiehl dann, daB das horuionresponsive Eleiucni ein steroidresponsi ves Elemeni (SRE) isl. Das hormonre- 
sponsive Elcincnl isl bcsonders bevorzugl ein progesleronresponsives Elciucni (PRE). Dieses Nukleinsaurekonslrukt 
kann als Nukieinsiiure in der SioftV.usaniniensery.ung des erslen Aspektes der Erfindung verwendei werden. 

Neben den oben bereils beschriebenen HREs, SREs oder PREs kann die Nukleinsaure der vorliegenden Erfindung fer- 
ner Promoter-, "enhancer"- oder "silcncer"-Scquenzen enlhallen. Der Proniotor kann ubiquilar oder gewebespezifisch 15 
scin. Von den ubiquilaren Proniolorcn isl dcr CMV-Promoior am meisten bevorzugl. Ein gcwebespezifischer Promoior 
v/ird jedoch gegenLiber cinciii ubiquilaren Proniolor bevorzugl. Gewebespczifische Promotoren, die man sich im Rah- 
men der vorhegenden Erfindung vorsiellen kann, schlieBen beispielsweise Alpha) -Ami irypsin ein. Das Nukleinsaure- 
konslrukt kann ferner zusatzlichc Scquenzen wic z. B. das Anipicillin-Resislcnzgcn cndiallen. Andere, deni Fachmann 
bckannie Reporlcr-Scquenzcn konnen ebenfalls enlhallen sein, wie etwa, z, B., das griine Fluoreszcnzprolein (GFP), Lu- 20 
zilerasc, p-Cialaclosidase oder ( Chloramphenicol iranslerase (CAT). Als Enhancersequenz sind das SV4r)-Inlron und das 
SV40-Poly-A bcsonders bevorzugl. Ein bcvorzugles Nuklcinsaurckonsiruki enlhali. nachcinander vom 5'- zuni 3'-Ende: 
ein PRE, cin CMV-Promotor, ein iniercssierendes Gen, das SV40-Iniron und eine SV40-Poly-A-Enhancersequenz und 
ein Anipicillin-Resisienzgen. 

Das interessierendc Gen kann ausgcwahli werden aus denen, welchc fiir Prolcine kodiercn, die in verschiedencn ge- 25 
neiischen Dcfeklen lehlen oder an Zusianden bcleiligl sind, die im Zusaiiimenhang mil uri verhallnismaRigen Anlvvorlen 
auf Hormonsignalc sichcn, beispielsweise hormonabhangigc Krcbsformcn wic clwa Bruslkrcbs, Eicrsiockkrcbs und cn- 
domeiriale Krebsforiuen sowie Prostaiakrebs. Das inleressierende Gen kann auch dazu verwendei werden, ein defekles 
Gen, welches zu geneiischen Erkrankungen wie Hainophilie, der von Wllebrand-Erkrankung oder zysiischer Fibrose 
fiihn, zu erselzen. Das inleressierende (jcn uinfaBl auch Mutaiioncn solcher Gene oder ein Gen, welches fiir ein Fusions- 30 
produkl kodiert. Das Nuklcinsaurckonsiruki. der vorliegenden Erfindung kann niehr als ein iniercssierendes Gen urnfas- 
scn. 

Insbesondere kann das inleressierende Gen Gene fiir einen Blutgerinnungsfaklor, vorzugsweise einen niienschUchen 
Blutgeriniiungsfakior, erselzen. Die Gene, die iur Faklor Vm und Fakior IX kodieren, welche im Zusamnienhaiig mit 
Hamophihe A bzw. B slchen, sind guie Kandidaten fiir die Erfindung. Andere Xandidaten schlieBen das Gen, das fur von 35 
Willebrand-Fakior, Fakior N, Fakior X oder Protein C kodiert, mit ein. 

Andere niilzliche Gene schlieBen, ohne auf diese beschrankt zu sein. Gene fur Hormone mil ein, wie elwa die Gene, 
die fiir Insufin, Parathoniion, Luieinisierendes Homion Releasing Factor (LHRH), Alpha- und Bela-Seminalinhibin und 
iiienschliches Wachsiumshormon kodiercn; Hornionrezepiorgene wie den Glukokortikoidrezeptor, den Osirogenre- 
zeptor, den Progeslcron re zepior, den Rclinsaurerezeplor; Wachstumsfaktoren wie elwa vascular endothelial growth fac^ 40 
lor (VEGF), nerve growth factor, epidermal growth factor; Gene fiir Enzyme; Gene, die fiir Zyiokine oder Lyinphokine 
wie z. B. Interferon kodiercn, granulocytic macrophage colony siimulaling factor (GM-CSF), colony stimulating faclor- 
1 (CSF-1), tumor necrosis factor (TNF), sowie Erylhropoielin (EPO); Gene, die fiir Inhibilorsubstanzen wie etwa Al- 
pha i -Antitrypsin kodieren und Gene; die fiir Subslanzen kodiercn, die als Medikamente wirken, beispielsweise Gene, die 
fiir die Diphterie- und Choleraioxine. Rizin oder Kobragift (cobra venom factor) kodieren. Des weiteren konnen auch 45 
Antisense-Sequenzen als geneiisclies Material verabreichl werden. 

Ein weilerer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Vektoren, die die Nuklcinsaurekonstrukle der vorliegenden 
Erfindung enlhallen. Diese Vektoren konnen in der Sloffzusammensetzung der vorliegenden Erfindung verwendei wer- 
den. Vorzugsweise ist die Nukleinsauresequenz, die in der vorUegenderi Erfindung verwendei wird, jedoch Unear anstat.t 
zirkulai*. Die Vektoren konnen zur transienten, pernianenten oder episomalen Expression der Nukleinsaure in dcni Nu- 50 
kleinsaurekonsirukt in der Lage scin. Wie oben erwahnt, kann das Nukleinsaurekonslrukt ferner zusatzliche Elemenie 
enihahen. 

Ausfiihrungsfonnen der Erfindung schlieBen ferner transfizierte und transfonnieric Zellen, die diese Vekloren und/ 
oder Nuklcinsaurekonstrukle enlhallen, mil ein. Im Zusammenhang mit dieser Erfindung isl eine transfizierte Zelle eine 
solche, in die Fremd-DNA inkorporierl worden ist. Trans ieklionsmethodcn konnen Mikroinjeklion, CaP04-Fallung, 55 
Eleklroporaiion, Li posoincn fusion, oder Mcihoden mitiels der "gene gun" einschlielSen. Am nieislcn bevorzugl isl die 
Transfeklion mitiels Eleklroporaiion. 

Transfonualion bezeichnel das Einbringen genetischen Materials in eine Z^lle, etwa die erfindungsgemaBen Vektoren 
oder Nukleinsaurekonstrukte, wodurch die Zxille transient, slabil. oder pennaneni so verandert wird, daB sie ein spezifi- 
sches Genprodukl. expriniicn oder auf eine andere Weise hinsichlJich ihrer Expression verandert. ist.. Transfonnation kann CiO 
durch in vivo oder in vitro Techniken erreicht werden, obgleich eine in vivo Transfonualion bevorzugl ist. 

Eine wcitere Ausfuhrungsform dcr vorliegenden Erfindung sind pharmazeutische Zusammensetzungcn, die eine the- 
rapeuiisch wirksame Dosis dcr crfindungsgcmaBcn Nukleinsaurekonstrukte und ein Honuon enlhallen. Das Homion ist 
vorzugsweise ein Steroid, und Progeslcron ist, wie oben beschrieben, bcsonders bevorzugl. Die Dosis ist abhiingig von 
deni zu behandelndcn Zusiand, den Parametern des Paiienien und dcm angesircbicn Ergebnis. Die Bcsiiinmung der Do- 65 
sis liegt innerhalb des Erfahrungsbcreichs des Fachmanns. 

Die pharmazeutische Zusainmenscizung (bzw. die Sloffzusammensetzung, das Nukleinsaurekonslrukt oder der Vek- 
lor) dcr vorliegenden Erfindung kann oral, intravcnos, inlrainuskular, subkuian, lopisch oder durch die "gene gun" ver- 
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cJl'm';'l'.,nn''''''''!' "'r^^f^"'^';-'^' '^i'-^'-"'^- Verabreichung unier Venvendung cines ...ikronisienen Honnons. Die Verabrei- 
chun^ kann sysicnnsch crlolgcn oder auf ein bcsiimitiics Gewcbc abziclen 

Die lirfindung lunfalSl fc ncr cin Vcrfahren zur liinfiihrung eincs Nukleinsaurekonsiruktcs. das fur cin intcrcssierendes 
Ocn, be.sp.clswcisc eincn nicnschlichcn Blulgerinnungsfaklon kodieri. in cine Zcllc. un, den Blu.t:erinnunKsfak.or in 
d.c cr /^Ic zu expnnneren I ei dicscu, Verl^hren wird die Nukleinsaurc. die fiir einen n.enschlichen BkSnnunVs- 
Uklor kodicn. nni eincn. Nuklcinsaurckonsiruki koiubinieru das mindcsicns cin horinonrosponsives ElemenI (HRE) 
vorzugsweisc em progcsferonasponsives Element, unifaGi. FU"!.ivc» i-u.iiieni vi-tj^j. 

Die Mischung der Nukleinsauro. welche an den Hontion-Honi.onrezep.orkoinplex gcbunden ist mil einen. Obcr- 
schub de. Honnons vorzugsweise l>rogcs.eron, wird verwendet, un, die Nukleinsaurc ntiHels ve«SeSeLr Me^oden 
d^L- den. 1 ach,nann bckann. und oben unirissen sind. in eine Zelle zu bringen. Die Aufnahn.e in die Zelle wird durcTdre 
Weehselwirkung des Ilorn.ons aul der Ebene der Zelbncn.bran sUmulierT Das Ilom.on oder S.croid interagTert .^^^ Z 
L.p ddoppelsch,chi der Zelhnen.bran nicht nur aufgrund der Perturbation der Membran; sondem auch durch Ak.i viemno 
besnn,n..er hon,,on- cKier .slcro.dsensitiver Metnhrant^zrp.oren. Dies is, ftir Progesteron und andere SMe ofde 030™."" 
wiesen worden. Femer isl es auch bekannt. daB Hormone n.itlels Diffusion die Zelhnen.bran passieren kat^nen In der 
vorhegenden Erfindung soli.e die Nukleinsaure. die an den Honnon-Honnonrezep.orkon.plex gSrist in. Zuge des 
Diftusionsprozesses durch die Men.bran iransportiert werden. S uu.iutn u.i, in. ^uge aes 

Ein weiterer Aspekl der Erfindung ist cin Vcrlahrcn zur Behandiung eines Blutgerinnungsdefekies. durch Verabrei- 
v!hT' w.rksan,en Dosis der erfindungsge.naGen Sioffzusatntnensetzung^an einen bigartsnius oTe- 

se. Vcrlahrcn bemhalte. d.e bere.ls d.skunerten Uberlegungen hinsichtlich der Verabreichung und derD^sierung 

Zur liluslranon der technisciien Aspcktc der vorliegendcn Erfindung wurden Experin.entc durchgefuhrt. DieseExpe- 
nnienic sind in den Bcispielen U bis IV beschrieben. » t, .unru i^iese nxpe 

HnR'nilvfi" h'"" "^"^^'^ ^fjI'^^R^"^?-' Erfindung anhand von Beispielen eriauien. Der Fachn.ann wird leichl erkennen, 
daB die lirfindung nichl aut d.esc Beispiele beschrankt isl, 

Beispicl I 

Konslruklion der Vckloren 

Herslellung des Veklors pTGFGl 

yk^^'h^''!""' ''wS'^ (MBI Fenucnias) wurde mil Xbal verdaul, mil Klenow-Enzvm behandelt und relisien Dieser 
Sch„:,t ' H^,'''°*' """^rl" Klenow-Enzym behandel. und religiert. um^die EcoW- 

Schmllslelle zu deleueren^ Un. eine Xbal Schnitlstelle in die Sacl-Schniitsielle dieses Vek.ors einzufugen, wurde dieSr 
Sl^ACArTn- 7 K^ J^^'r,*" u '""^ niit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und „.i, de„i Xbal-Linkxr 
vJSr HindSltr.M ^ T''- ^T, u ^'''^',-^^h"i"-^'^>^'^ wurde dadurch eingefuhn, daB der neu heigestellte 
>^bal Tinker?^?4r Ar behandelu .nit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und mit den. 

Xbal-hnkcr CTCTAGAG (B.olabs #1032) ligiert wurde. Dieser Vcklor wurde pUC19/X "enanni 
H.^'l^r^^ n u'f Ph<^FP-^65T (Clontech) zu deleiieren, wurde dieser Vektor mit Xbal ver- 

T '^''■"^^-Enzy"' behandelt und zu de.i. so erhaltenen Vektor pGFP/0 religien. Ein 2,3 kb Fragment welches das 
GFP-Gen enih.eli. wurde isoHert. nachdem pGFP/0 mil Mlul verdaui, mit Klenow-Enzyn. behandflt und mi. Bamffl 
verdaui worden war D.eses Fragn.eni wutde in den n.ulUplen Klonierungsbereich des \fekiors pUC19/X eingefu«t 

'^or::^:r^c^^^z^^^^^ "^'^^-^^'^ --^ -^^-^ --^^^ 

Herslellung des Inserts PRE (ds) 

Die Oligonukleoiide (Meiablon) PRE-S (5'-GGG GTA CCA GCT TCG TAG CTA GAA CAT C^AT f ;tt rm (U a 
^f/^fi'iF^^^^ ^^^^ ^^^^ '^^^ TAC CCC-3') (SEQ N^l^und P^^^^ 

VV^mJ^^t^^^^ ^ ^ hybndisicrt und niiriels Kinasereaktion pho5phor>liert, wodurch die Inserts 
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Herslellung des Vektors pTGFG4 

r^^ZZfT ^'^T^^ wurde mit PsM verdaui, mil T4-Po!ynierase behandelt und mil alkalischer Phosphatase dephos- 
phoryherl. hr wurde dann mil dein PRE(ds)-Fragrnenl ligiert, der enisiehende Vektor wurde pTGFG4 genanni (AbK. 

nerstcllung des Veklors pTGFG5 

Der Vektor pTGFGl wurde mil RcoOlOQT verdaui, mi! Kienow-Rnzym behandeh und nnt alkahscher Phosphatase d^- 
fp^ty) ^ anschlieBend mit dem PRE(ds)-Inserl ligicrl, der enisiehende Vekior wurde pTGFG5 genannt 

Herslellung des Vektors pTGFG6 

dem 'topm''!; ^""'"^^ ^''"^^ ^^'"^^"^ "^"^"^ alkalischer Phosphatase dephosphorvHcrt.. Dann wurde er mit 

dem PRE(ds>Inseri ligierl, der enistchcndc Vekior wurde pTGFG6 genannt (Abb. 4) o cr 
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Hcrslcllung dcs Vckiors pTCn-G? 

Dcr VckCor pTGl-Xjl wuidc iiiiucls Kpnl vcrdaul, mil 'r4-Polynierasc bchandcli und iinl alkalischcr Phosphaiasc dc- 
phosphorylicrl. AnschlicBcnd wunlo er mil dcm PRHi'ds)- Insert ligicrl, dcr cnisichende Vcklor wurdc pTGPG? gcnannl 
(Abb. 5) 5 

Hcrsiellung dcs Vcktors pTGFGS 

Dcr Vcklor p'l'GI'G? wurdc miticis Hhcl vcrdaul und mil alkalischcr Phosphaiasc dcphosphorylicrl. AnschlicBcnd 
wurdc cr mil dcni PliE(ds)-Inscn ligicri, dcr emsiehendc Vekior wurdc pTGhXiS gcnanni (Abb. 6). lo 

Herslellung dcs Veklors pTGFG9 

Der Vcklor pTGFG7 wurdc miiiels Sapl verdaut, mil KIcnow-Enzym bchandcli und iiiit. alkalischcr Phosphatase dc- 
phosphorylicrl. AnschlicBcnd wurdc cr mil dein PRE(ds)- Insert ligierl, dcr enisichendc Vektor wurde pTGFG9 genannt is 
(Abb. 7). 



Ilcrsiellung des Vckiors pTGFGlO 

Dcr Vcklor pTGFG7 wurdc niiilcls TicoOlOQI vcrdaul, mil Klenow-Enzym bchandcli und mil alkalischcr Phosphaiasc 20 
dcphosphorylicrl. AnschlicBcnd wurdc cr mil deni PRE(ds)-Fragnienl ligiert, der cntslehende Vekior wurdc pTGFCiU) 
gcnannl (Abb. 8). 



Herstcllung des Veklors pTGFGll 

Dcr Vcklor pTGFGV wurdc iiiiucis PslJ vcrdaul, mil T4-PoIynicrasc bchandcli und mil alkalischcr Phosphatase dc- 
phosphorylicrl. AnschlicBcnd wurdc cr mil dcni PRE(ds)-Inscri ligierl, dcr cnlslchcndc Vcklor wurdc pTGFGl 1 genannt 
(Abl>. 9). 



2y 



Hcrslcllung des Veklors pTGFG 13 30 

Der Vcklor pTGFG6 wurde miltels EcoO109I verdaut, mil Klenow-Enzyni behandelt und mit alkalischcr Phosphatase 
dephosphoryiiert. AnschlieBend wurde er mil deni PRE(ds)-Insen ligiert, der enistehendc Vekior wurde pTGFG13 ge- 
naiint (Abb. 10). 



35 



Hcrsiellung des Veklors pTGFGM 



Dcr Vcklor pTGFG6 wurdc miltels Psil verdaut, mit T4-Polymerasc behandelt und mil alkalischcr Phosphatase de- 
phosphoryiiert. AnschlicBcnd wurde cr mit deni P^(ds)-Insert ligien, der entslehende Vektor wurde pTGFGM genannt 
(Abb. 11). 40 

Herstellung des Vektors pTGFGlS 

Der Vektor pTGFG5 wurde niittels Sapl verdaiiU mit Klenow-Enzym behandelt und mit alkalischcr Phosphatase de- . 
phosphorvlicrl. AnschlieBend wurde er mil deni PRE(ds)-Inserl Uaiert, der entslehende Vektor wurde pTGFG15 genannt 45 
(Abb. 12). 

Herstellung des Vektors pTGFG16 

Der Vekior pTGFG5 wurdc miilels PstI verdaut, mil T4-Polymerase behandelt und mil alkalischcr Phosphatase de- 50 
phosphoryliert. AnschlieBend wurde er mil deni PRE(ds)- Insert hgiert,.der entslehende Viktor wurde pTGFG 16 genannt 
(Abb. 13). 



55 



Herstellung des Veklors pTGFGlS 

Der Vekior p rGFG9 wurde miltels HcoO1091 verdaut, mil Klenow-Enzym behandelt und mil alkalischcr Phosphatase 
dephosphoryiiert. AnschlieBend wurdc er mit deni PRECdsVInsen ligiert, der entslehende ^feklor wurde pTGFG18 ge- 
nannt (Abb. 14). 

Herstel lung des Veklors pTGFG 1 9 60 

Der Vekior pTGFGlO wurdc miltels Ehel verdaut und mil alkalischcr Phosphaiasc dephosphoryiiert. AnschlieBend 
wurde cr mitdeiu PRE(ds) -Insert ligiert, dcr enistehendc Vektor wurde pTGFG19 gcnannl (Abb. 15). 

Herstellung des Vektors pTGFG20 65 

Der Vcklor pTGFGl 1 wurdc miltels EcoOl09I vcrdaul, mit Klenow-Enzym behandelt und mil alkalischcr Phosphat- 
ase dephosphoryiiert. An.schlicBcnd wurdc er mit dcni PRE(ds)-Inscrt ligiert, dcr entslehende Vekior wurde pT(jF(i20 
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gcnanni (Abb. 16). 

Ilcrslclluni: ties Vekiors pTCjl'G2l 

Dcr Vckior pI'GFGLS wurdc minds Ehcl verdmii iind niit :ilk:ilischer Phosphalasc dephosnhorvlicrl AnschlicRcnd 
wiirdc er mil dcm PRB(ds)-Inserr ligicrl, dcr cnlslchcnde Vckior wurdc pTGFG21 genanni (Abb. 1 7). 

Herslcllung des Vektors pi GFG22 

Dcr Vektor pTGl^CJ 14 wurde mittcls EcoOl09I verdaui, mil Kienow-Enzyin bchandch und mil aikaiischcr Phosphal- 
asc dcphosphoryhcri. AnschlieBend wurde er mil. dem PIU:(ds)-Insen ligicrl, dcr entslchende Vckior wurdc pTGPG^^ 
genannt. (Abb. 18). ^ 

Hcrslellung des Vekiors pTGFG23 

Dcr Vekior pTGFGll wurde miuels Ehel verdaul und mil aikaiischcr Phosphatase dephosphorvlierl. AnschhcBend 
wurdc er iml dcm PJ<E(ds)-lnscn ligiert, der enlstchende Vekior wurdc pTGFG23 genanni (Abb. 19). 

Herslcllung des Vektors pTGFG24 

Dcr Vekior pTCiFCI^ wurdc milteis PslI verdaul, mil T4-Polynicrase behandclt und mil aikaiischcr Phosphatase dc- 
phosphorylicrt. Anschlieficnd wurde er mil dem PliE(ds)-Inserl. ligicrl, der entslchende Vekior wurdc pTGFG24 aenannl 
(Abb. 20). 

Herslellung des Vekiors pTGFG25 

Dcr Vckior pTGFGU wurdc mittcls Sapl vcrdauu mil KIcnow-Enzym behandclt und mil aikaiischcr Phosphatase dc- 
phosphoryhcri. AnschhcBend wurde er mil dem PRE(ds)-Inserl ligiert, der enlslehende Vektor wurde pTGFG25 genannt 

Herslcllung des Vektors pTGFG26 

. Dcr Vektor pTGFG 16 wurde hiittels Sapl verdaut, mir Klenow-Enzyin behandclt und mit aikaiischcr Phosphatase de- 

flTi o^o^ ^"'^ PRE(ds)-Inserl ligierl, der entslchende Vekior wurde pTGFG26 genaiint 

3S (^vbb* M^) . 

Herslcllung des Vekiors pTGFG27 

Der Vekior pTCFG9 wurde milteis Ehel verdaut und mil aikaiischcr Phosphatase dephosphoryliert. AnschlieBend 
40 wurde er nut dcm PRE(ds)-Inserl ligicrl, der enlslehende Vektor wurde pTGFG27 genannt (Abb. 23). 

Hei-stellung des Vektors pTGFG28 

Der Vektor pTGFGlS wurde mittcls Ehel verdaul und mit aikaiischcr Phosphatase dephosphoryliert AnschlieBend 
45 wurde er mil dem PRE(ds)-Inscrt ligiert, der entslchende Vekior wurde pTGFG28 genannt (Abb. 24). 

Herstellung des Vektors pTGFG29 

Der Vekior pTGFG25 wurde milteis EcoO109I verdaut, mil Klenow-Enzyni behandclt und mit aikaiischcr Phosphat- 
50 asc dephosphoryherl. AnschlieBend wurde cr init dem PRE(ds)-Insert ligiert, der entslchende Vektor wurde pTGFG'^9 
genannt (Abb. 25). ... ^ 

Herstellung des Vektors pTGFG30 

Der Vektor pTGFG27 wurde mitlels PslI verdaul, mil T4-Polymerase behandclt und mit aikaiischcr Phosphatase de- 
pliosphoryhen. AnschhcBend wurde er mit dem PRH(ds)-Fragment hgiert, der enlslehende Vektor wurde pTGFG^O ee- 
nanni (Abb. 26). ' " 

Herstellung des Vekiors pTGFG3 1 

Der Vekior pTGFG24 wurde mitlels EcoOl09I verdaul, mit Klenow-Enzym behandclt und mit alkaUscher Phosphai- 
asc dephosphoryliert. AnschlieBend wurdc er mil dcm PRE(ds)-Inscrt ligiert, der enlslehende Vekior wurdc dTGFG31 
genannt (Abb. 27). 

Herslcllung des Vekiors pTGFG32 

Der Vekior pTGFG19 wurdc mitlels PslI verdaul, mil T4.Polymerase bchandch und mit aikaiischcr Phosphalase de- 
phosphoryliert. AnschlieBend wurde er mil dem PllE(ds)- Insert ligicrl, der entslchende Vektor wurde pT(iF(i32 genannt 
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(Abb. 28). 

TTcrsicllunji cics Vckiors p'rG^'G33 

Dcr Vckior pJ'Gl'G2S wiirdc inillels PslF verdHiil, mil T4-PolYnicnisc bchandch iinfl mil lilkalischcr Pliosphnuisc dc- > 
phosphorvlierl. AnschlicScnd wurde cr mil dcni PRH(ds)-Inscrl ligicrl, der cntsiehcndc Vckior wurdc pTGFG33 gcnanni 
(Abb. 29 j. 

Hcrstcllung des Vckiors pTGFG2 

10 

Der Vekior pUCl 9 (MB! Feniicnias) wurdc mil Sail verdaut, mil Klenow-Enzyni behandeli und mil alkalischcr Phos- 
phatase dcpiiosphorylieri. Er wurdc mil deni Noll-Linker GCGGCCGC (Biolabs # 1045) ligiert, der cntsiehende Vcktor 
wurde plJCT9/N genannt. 

Ein 1,4 kb Fragment, welches den oft'cnen Leserahiiien des menschhchen Bluigerinnungsfaklors IX enthieli und von 
einer nicnschlichen cDNA-Bank isolieri worden war, wurdc in die PslJ-Schnittstclle des Veklors plJC19/N eingefugl, der 15 
mil Psil verdaul, mil T4-Polymerase behandeli und mil alkalischcr Phosphatase dephosphorylieri worden war. Aus dem 
resullicrcnden Vckior pUC19/N-FTX wurdc ein L4 kb Fragment, welches den olTenen Leserahmen des nicnschlichen 
Bluigerinnungsfaklors IX cnihieli, mil Hilfc cincs Doppclvcrdaus mil FlindlH und Noil herausgeschnitien. Dieses Frag- 
ment wurde mil dcm 4,3 kb Fragment des Hindlll/NolI-doppel verdaut en Veklors pTGFGl iigiert. Der enisichcndc Vck- 
ior wurdc pTGFG2 gcnanni (Abb. 30). 20 

Hcrstellung des Vckiors pTGFG34 

Aus dcm Vekior pUCM9lN-FIX wurde miticls cincs Ilindlll/Noll-Doppclvcrdaus ein 1,4 kb Fragment ausgeschnitten, 
welches den olTcnen Leserahmen des mcnschlichen Bluigerinnungsfaklors EX enthieli. Dieses Fragment wurdc mil dem 25 
4,3 kb Fragmerii des Flindlll/NolI-doppelverdauien Veklors pTGFG3 ligicrl. Der enlsiehende Vekior wurde pTGFG34 
gcnanni (Abb. 31). 

Herstellung des Vckiors pTGFG35 

30 

Aus dem Vckior pUC19/N-FIX wurde durch Hindin/Noll-Doppelverdau ein 1,4 kb Fragment ausgeschniiien, welches 
den offenen Leserahmen des nienschlichen Bluigerinnungsfaklors DC enthielt. Dieses Fragment, wurde mil dem 4,3 kb 
Fragment des HindlU/Notl-doppclverdauten Vektors pTGFG4 Iigiert. Der entslehende Vekior wurde pTGFG35 genannt 
(Abb. 32). . - 

35 

Herstellung des Veklors pTGFG36 

Aus dem Vekior pUC19/N-FIX wurde durch Hindlll/Noll-Doppelverdauung ein 1,4 kb Fragment ausgeschnitten, 
welches den offenen Leserahmen des nienschlichen Blutgerinnungsfaktors DC enthieli. Dieses Fragment wurdc mil dem 
4,3 kb Fragment des Hindin/NolI-doppelverdauten Vektors pTGFG5 Iigiert. Der entslehende Vektor wurde pTGFG36 40 
genannt (Abb. 33). Dicser Vcktor wird fiir die Einfiihrung von Fakior DC in die Zelle bcvorzugi. Seine DNA-Sequenz isi 
in Abb. 46 dargesielli. 

Hersiellung des Vektors pTGFG37 

45 

Aus dem Vektor pXJC19/N-FIX wurde durch HindlH/NolI-Doppelverdau ein 1,4 kbFragmeni ausgeschnitten, welches 
den offenen Leserahmen des nienschlichen Bluigerinnungsfaklors DC enthielt. Dieses Fragment wurde mil dem 4,3 kb 
Fragment des Hindlll/NolI-doppelverdauten Vektors Vektors pTGFG6 Iigiert. Der entslehende Vekior wurde pTGFG37 
genannt (Abb. 35). 

' -50 

Herstellung des Veklors ptGFG38 

Aus dem Vcktor pUC19/N-FTX wurde durch HindrH/Notl-Doppelverdau ein 1 ,4 kb Fragment ausgeschnitten, welches 
den oficnen Leserahmen des nienschlichen Blutgerinnungsfaktors DC enthielt. Dieses Fragment wurde mil dem 4,3 kb 
Fragment des Hindlll/NolI-doppelverdauten Vektors pTGFG7 Iigiert.. Der entslehende Vekior wurde pTGFG38 genanni 55 
(Abb. 35). 

Herstellung des Vektors pTGFG53 

Aus dcm Vektor pUCl 9/N-FTX wurde durch HindITT/Not.T-]')oppcl verdau ein 1 ,4 kb Fragmeni ausgeschnitten, welches fy) 
den offenen Leserahmen des nienschlichen Bluigerinnungsfaklors DC enthielt. Dieses Fragment wurde mil deni 4,3 kb 
Fragment des HindlU/NoiI-doppelverdaulen Vckiors pTGFG20 Iigiert. Der entslehende Vckior wurde pTGFG53 ge- 
nannt (Abb. 36). 

Herstellung des Vckiors pTGFG64 65 

Aus dem Vekior pUCl 9/N-FTX wurde durch Hi ndlll/NotI- Doppcl verdau ung ein 1,4 kb Fragment ausgeschnitten, 
welches den olYenen Leserahmen des inenschlichen Bluigerinnungsfaklors DC enlhiclt. Dieses Fragmeni wurdc mil dem 
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8cn!:nV,"S%" "in^ni/No,r-doppcl verdauicn Vok.on. pIXJl-'Cl^ ligicrt. IX-r cn.s.chcnde Vck.or wurdc pTCiFG64 

Hcrsicllung des Inscrls ALLG(ds) 

Hersiellung des Vcktors pTGFGO 

. - P'^P^l ^"'■'1'^ n»i' Windm und NotI doppelvcrdaui. Das 4,3 kb Fra"iuent wurde mil den. Inson AT T (i 

!:> (ds.) hgien, der cnlstehende Vekior wurdc pTCFGO genannl (Abb. 38). ^ra^-'"ent w urcle mil dem Insert ALLO 

Hersiellung des Vektors pTGFG66 

Hersiellung des Vckiors pTGFG67 

AT^?^rvy^^'°''• "i"din und Noil doppelverdaul. Das 4.3 kb Fragment wurde niit den. Insert 

Cit3e?GL'nl" w'l r '^'^'^^"''^.y'^'^.'"'- PTOF^O^ g^nann. (Abb. 40). Dieser vfktor islZ die V rf b ei^^^^^^^^^ 

j^wedcn Oenes. welches .„ d.e Klon.erungsstellc eingefiigi isi, bcvorzugl; seine DNA-Sequenz isl in Abb. 47 darge- 
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Herslclluno des Veklors pTGFG68 

Al^l%^f\- ^JT^^ vvurdc luil Hindm und NotI doppelverdaut. Das 4,3 kb Fragnienl wurde init deni Insert 
ALLG(ds) hgiert,.derenlslehendeVektorwurdepTGFG68 genannl (Abb.41). mu aeiii insert 

Hersiellung des Vektors pTGFG69 

Al^rMTv" ^JT^^ wurde , nit Hindm und Noll doppelverdaut. Das 4,3 kb Fragment wurde mil dem Insert 
ALLG(ds) ligieru dcr enlslchende Vektor wurde pTGFG69 genannl (Abb. 42). 

Hersiellung des Veklors pTGFG82 

f^Su ^^^''T P'^^^^-^ :^"r^? ""^ NotI doppelverdaul. Das 4,3 kb Fragment wurde mit dem Insert ALLG 

(ds) hgiert, der entstehende Vektor wurde pTGFG82 genannl (Abb. 43). 

Hersiellung des Veklors pTGFG95 

AT^rr^t'',''' ^^^J^-'^'^ wurde niit HindEI und NotI doppelverdaut. Das 4,3 kb Fragment wurde mil dem Fragment 
ALLG(ds) hgieri, der enlslehende Vektor wurde pTGFG95 genannt (Abb. 44). ^^raginent 



Beispiein 

Isolierung von humaner Faktor DC cDNA 



rt'^?^ ""^^^ '^"'"'^^ Verwendung zweier Primer, die mit dem Start bzw. Siop-Kodon des Faktor Dv Leserali- 
eXlr H.'lT f t--^^^^ nienschlicher Leber-cDNA (Clontech) att.pl ifiziert. Das entstehende 13?? BLenpSrt^^^^^^^ 
enthieU den vollstandigen oltenen Leserahnien. Schnitistellen fur EcoRI (upstream) und BainHI (downstrS 3^^^^^^ 

lymerase (Boehnnger Mannheiin) m einent 50 pi Reaktionsvolumen [10 mM Tris HCl pH 8,8i -> tniM KCl 5 niM Ai^ 

r;nTn""h f I ''''' Inkubalionszyklen (1 min. 96°C 1 min^ 60^C, 2 min 72oc gc^^^ 

einem abschhefiendcn Verlangerunusschritt von 10 min bci 7'^*>C) S^><>»^' von 

voJi'e cofSf/^tl'nl^^^^^ V ^^"^r""^^^- ""^ Ban,HKSchnitlstellen von pUCl9 ligiert und zur Tran.ston.ation 
^v^.L^ /"a Positive Klone wurden selektiert. Die Richtigkeit der Sequenzen wurde durch /vkiisdie 

il^T^^^T^ ^"^"^ '"^^ P""'^"^ (IR-'700) und atl?onialisierefInalyse mh Se 

des LiCor Sequenzierungssyslems (MWG, Biotech) besiiiiict. ^naiysc niii time 

Die folgenden Primer wurden verwcndct: 
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BeispiellV 

Quanlifizicrung von nienschlicheiii Faklor EX nnltels ELISA 



Patent anspriiche 



lu 



gGAATTCcgcaaaggt tATGCAGCGCGTGAACATGATCATGGC (ug:?^refl7yiVSEQ. ID 
N0:8) 

cgcGGATC CATTAAGTGAGCTTTGTTTTTTCCTTAATCC {downstream)iSEQ, ID 
NO:9) 

Bcispiel HI 

Hxpression und Qiiant.ifizierung des Markeq^rolcins GFP ("Green Fluorescent. Protein") 

TTcLa-Zellen wurden dutch Eleklroporation luit den Plasmiden pTGFG5 bzw. pTGFG20 iransfiziert. Die transfizierten 15 
Zellcn wurden geerniei, die 2^1lpellcts honiogenisiert und in eineiu Pufi'er lysiert, der phosophatgepufi'ertc Kochsalzlo- 
sung (pH 7,5) und 10 niM PMSF enthielt. Die Konzentration des griinen Fluoreszenzproieins (GFP) in dciii Zellhonio- 
genisai wurde durch koiiipeiiiiven ELISA bcsiiiiinii. 

Zu dicseni Zwcck wurde GFP in einerdcfinicricn Konzentration aul Mikrotiterplaiicn aufgebrachl. AnschlieBend wur- 
den GFP-Probcn in Gcgenwart von anti-GFl^-Antikorper hinzugcfiigt. Nach diversen Waschschrittcn wurde ein niarkier- 20. 
tcr zweiter Antikorper hinzugcfiigU uni die Deleklion des erstcn Antikorpcrs zu cnnoglichen. Die Farbrcaktion wurde 
photoinetrisch gcnicsscn (Extinktion). Allgeiiicin vyar uiiiso weniger Antikorper iibrig, uni an das aufgebrachte GFP zu 
binden, je inehr GFP hinzugetTigi worden war. 

Dentzulolge korrelierl cine vcniiinderie Exlinkiion mil eincr hohcren GFP-KonzenLration in der Probe. 

Durch hneare Regression wurde cine GFP-Konzenirationskurve bestiiunil (Abb. 47), wobei bovines Seruiiialbuiiiin 25 
(BSA) als Standard verwendcl wurde. Dabei wurde ein Durchschniltswerl von 2,4 GFP/iiiI ini Falle von pTGFG5 
(1 PRE) und 5,2 pg GFP/inl ini Falic von pTGFG20 (3 PI^s) gclundcn. 

Abb. 48a-d zeigen niikroskopische Aufnahnien von HeLa-Zellkulluren nach der Transfektion mit pTGFGS (Abb. 48a 
und b) bzw. TGF<:j20 (Abb. 48c und d). 

Abb. 46a und c zeigen licht niikroskopische Aufnahmen ais Kontrolle, und Abb. 48b und d zeigen die enlsprechenden 30 
Ausschninc in Fluoreszenzaufnahnie. StandardniaBig haben mehr als 50% der 2felien GFP expriniiert, was auf eine sehr 
cffiziente Expression bin weist, wobei in Gegenwart eines einzigen PRE eine effizientere Expression erfolgte. 
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HeLa-2^Uen wurden entweder durch Elektroporalion oder durch Verwendung des Liposonireagenzes DOTAP (Boeh- 
ringer Mannheim) mil den Plasmiden pTGFG36, pTGFG53 und pTGFG64 iransfiziert. Diesc Plasmide enthalten die 
cDNA des menschlichen Blutgerinnungsfaktors DC. Rekoinbinanter inenschlicher Blutgerinnungsfaktor IX wurde in den 40 
Zellkulluruberstand sezerniert und mit Hilfe einer Sandwich-ELISA-Meihode quaniifizierl. 

0,11 M Natriumcitrat. und 10 mM PMSF wurden zugegeben, uiii die Degradation des menschlichen Faktors K zu ver- 
hindern. Die Konzenirationsbestimmung des expriinierten hu!iianen Faktors DC wurde unter Verwendung des enzym-im- 
munologischen in vitro Verl^ahrens "Asserachrom IX:AG" von Boehringer-Mannheim durchgeflihrt. Als Standard wurde 
der Faktor IX Standard von Octapharnia AG in waBrigen Losungen von 28 lU/ml vcrwendel. 45 

In sechs verschiedenen Transfektionsexperiinenten, in denen HeLa-Zellen niit Plasmiden Iransfiziert und die mensch- 
liche Faklor IX-cDNA (pTGFG36, 53 und 64) unter Verwendung von Elektroporation oder des Lipid-Transfektionsrea- 
genzes (DOTAR Boehringer Mannheim) transfiziert wurden, wurde ein Konzentrationsbereich von 3-25 ng/ml humanen 
Gerinnungsfakiors DC erreichL. 
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1. Eine StotTzusammensetzung, die eine Nukleinsaure enthalt, die ein hornionresponsives Element (HRE) umfaBt, 
wobei dieses hornionresponsive Element an einen Honnon-Honiionrezeplorkomplex gekoppelt isl, 

2. Eine Stoffzusanmienseizung geniaB Anspruch 1, wobei die Nukleinsaure zusatzlich ein Gen enthalt, das fiir ei- 55 
nen Blulgerinnungst'aktor kodicrt. 

3. Eine Sioffzusammenseizung geiiiaB Anspruch 2, wobei der menschliche Blutgerinnungsfaktor aus der Gruppe 
der Faktoren Vm, DC und von Wi lie brand Faktor (vWF) ausgewahlt isi. 

4. Eine Stoffzusammcnsetzung geinaB Anspruch 2, wobei das honuonresponsive Element ein stcroidresponsives 
Element (SRH) ist. 60 

5. Eine Stoffzusammenseizung geinaB Anspruch 4, wobei das steroidresponsive Element (SRE) ein progesteronre- 
sponsives Element (PI^JE) ist. 

6. Eine Sioffzusammenseizung gcniaC Anspruch 1, wobei der Komplex ein Steroid-Steroidrezepiorkomplex ist, 

7. Eine Sionzusammensetzung gemaB Anspruch 6, wobei der Rezeptor ein Progesteronrezcptor und das Steroid 
Progesieron isi. 65 

8. Eine StotTzusammensetzung gemaB Anspruch 3, wobei der menschliche Blutgerinnungsfaktor Faktor DC ist. 

9. Eine Stotl^usammcnscizung gcmiiG Anspruch 7, wobei der menschliche Blutgerinnungsfaktor Faktor DC isl. 

10. Ein Nukleinsaurckonsirukt, das mindeslens ein honnonresponsives Element (MRE) liir die Regulation der Ex- 
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prcssion cincs Genes, das fur cincn iiicnsclilichcn Bluigcrinnungsfakior kodicri. cnihaK 

I'lcmcnKSjlT'''""'''"'' ^''"^^ horn-ona-sponsivc Klcncn, cin s.c«>idre.sponsivcs 

iL' racn.c'^^^^^^^^ ' ^'<^^oidrcsponsivc Ele.non. cin proges.cronrcspon- 

rcsponsi vcs bleincni O'RH) und der Bluigcrinnuns-sfakior Fakior IX isi ^ progesleron- 

7 E,'n Slf 2r S Nr.'' ''v^'" femcreinen gewebcspczifischcn Pron.o.or en.hai,. 

iQ w , Nuklcinsaurekonslruki geinaG Anspruch 10 enthall 

o iI'I"„7'"'''**^''^'"N"'^'e'nsaurekons^^^^ 11 gnlhall 

ly. bin Vekior, der ein Nuklcinsaurekonstrukr genmG Ansprucli P enlhali 
-0. Ein Vekior, der ein Nuklcinsaurekonslruki geiuaB Anspruch 1 3 enlhalt 
-1 . bin Vcktor. dor ein Nuklcinsaurekonslruki geniaB Anspruch 14 enlhalt 
^1" Nuklcinsaurekonslruki. geiuaB Anspruch 15 enihSli. 

-.V hin Vekior, der ein Nuklcinsaurekonslruki geniaB Anspruch 16 enihali 
-Z- f l"'^ :f j!'-^- f Nuklcinsaurekonslruki geniaB Anspruch 10 iransfizieri ist. 

_3. Einc Zclle, die durch ein Nuklcinsaurekonslruki geniaR Anspruch 10 (ransfonnicrl wurdc 

.t J; Ant":S e^^^^^^^^ ^-'^ NukleinsUurekons,ruk.s 

2n.S"Lt:rr"iS?ro:::;:r^^^^ ^'^^ ^'"^ "^^^^'^-•^^^ -^--^-""^ Nukieins.urekons,ruk.s 
,t Ib A:s'~cnS.''""'"^ '^'"^ "^^^^f""*^^*^ Sioffzusainniensetzung 

g\'n.S ACrrinnS;.^""''"'""""^ "''^ .hcrapeuiisch wirksamc Dosis cincr Sioffzusainnicnsclzung 

30. Ein Verfahren zurEinriihrungeinerNukleinsauie.diefureinzuexprimierendesGen kodiert ineincZellc um 
.Hs'ht i" k""^' f ' ^'?f8«^"»^<^hes geniaB Anspruch 1 an einen Organisnius. so Sas Horn.ol, des Ge- 

NnSinc ^^j'"'""bran durch Diffusion durchquen und die an den Hon.ion-Honnon ezeplorkonmle" g^^^^^^^ 
Nuklcinsaure durch die Meiiibran und in die Zelle iransporiicrl /A.p.^rivoinpiex gcKoppeiie 

yillc^SbTltSr'"^" ^' Nukleinsaure, die fiir nienschlichen Faklor IX kodiert, in die 

irn,,!;'^^''"''^'''''^" ^o' ^.^'""^'""S ^^^-^^ Bluigennnungsderektes, das die Verabreichung einer therapeuiisch wirk- 
..T" "^r^-^. ^'«»^"^a"""^>nsetzung gemaB Anspruch 1 an einen Organismus unffaGt ^""^ 
lin^'<J', n"""'"""" ^'^'^^"^'""g von Haniophiiie B. das die Verabreichung einer therapeutisch wirksainen Mence 
eincr Stoflzusainnienseizung geniaB Anspruch 9 an einen Oiganismus uiiif^t wirKsainen Menge 

Hierzu 58 Seile(n) Zeichnungen 
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I sec gi:GFG2c 



1 s^q pTG?G3cTa^.TTAG'rrc ^.TA&CCO.Tii. TATGCi^GTVc CGCGTTAO.T i^JiCrScGGT 

120 13 0 



1 seq pTGFG3c 



Abbildxing 45 



:3Q 

ii 



40 

I 



CGCGTTGAC-- TTGA-ITATTG .2..CT:L.-'r^^'T^- - ^-^^lc^^ a-rA a.^:: 

L -.---A.TC AATTACGGGG 



( 



ao 



so 



10 0 

I 



120 

I 



ISO 



Aii.ATGGCCCG CCTC-GCTGAC CGCCeA.A.CG.u CCCCCGCCC.^. TTCACGToJ,"" 



loO 
I 



170 

I 



180 



ISO 



20Q 
I 



1. seq pTGFGJ^TA-ATGACGTX rGlTCCC-^.TA GTAACC^Cid TAC^t GAGTlj' CCAlF iiAECT 

230 ... ' 



2iO 
I 



X seq pTGFG3 6 



240 

\ 



seq pTGFG3c 



L.>:3.eq PTGFG3 6 



1 seq PTGFG3 6 



1 seq PTGFG3-6GCAGTACATC f^J^.TGGGCGTG. GXTAGCC^-TT XGACTC\CC-G GG^.TTTCCAA 



L seq PTGFG3 6GTCTCCACCC CATTGACGTC AATCGGAGT T TGXITTGGCA CCAAaATCAA 



L seq PTGFG3 6 



seq PTGFG3 6 



CVATCGGTGG AGTATXTACG GTW^CTGCC CACTTG^SCAG TACATCAAGT 

290 300 



2^0 
I 



GTATCATATG CCAAGTACGC CCCCTATTGA CG^CA^.TGAC GGTAAATCGG 

^30. - 340 350 



310 

\ 



CCGCCTGC<L\ TTATGCCCAG TACATGACCT 1LATGC<:ACTT TGCTACTIGG 

390 400 



3^0 
I 



3 70 
I 



320 
± 



CAGTACATCT ACGTATTAGT^CATCC<:TATr ACCATGGTGA TGCGGTrrTG 

«C 430 • <.40: 450 



430 

I 



4S0 



470 
I 



430 

L 



4^|Q 



500 



510 



520 

_L 



530 



540 

JL 



550 
± 



cc-c-GAcrrrc caaaatgtcg taacaactcc gccccattga cgcaaatcgg 

580 590 ^00 



5€0 



570 
I 



L secT^TCFcT^CGGrS^ 

^i<3 ^0 . . e3a 



^50 
I 



seq pTGr G3 6 CTAGAGAACC OlCTGCTTAC TGGCTTATCG AAATTAAILAC GACTCACTAT 

6^0 S70 680 

r 



.690 



700 

J_ 



seq pTGFG3^AGGGAGACCC AAGCTTGCAT GCCAATTCCG CAAAGGTTAT GCAGCGCGTG 

710 720 730. 740 750 



seq pTGFG3^AACATGATCA TGGOAGAATC ACCAGGCCTX: ATCACCATCT GCCmTAGG 

77C 730 790 



7eo 



800 
1 



seq PTGFG3 ^ ATATCTACTC AGTGCTGAAT GTACAGTTTT TCTTGATCAT GAAAACGCOA 

830 



£10 
J. 



£20 

_L 



840 

L 



850 



seq PTGFG36 ACAAAa.TTCT GA-ATCGGCCA i^-A-GAGGTATA ATTO^.C-GTAA AXTGGAAGAG 



8eO 

I 



870 
f 



880 
I 



890 



900 
I 



TTTGTTCAAG GGaj^CCTTGA GAGAGAATGT ATGGAAGAAA AGTGTAGTTT 



9L0 



920 



930 

L 



940 
J- 



950 
I 



seq PTGFG3 6 TGAAGAAGCA CGAGAJ>lGTTT TTGAAAACAC TGAAi^.G AACA ACTGAATTTTr 
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ecaienz pTGFG3o 13.12.x:j93 2G:1S crr:- 



se<^ pTGrG3^GGA.^CC^C.TA TX^rTGAT GgA GA l u^uiUi^ AOTCOATC C ATCTTTAAAT 

. ^°?0 ■ 10*0 



seq pTGFG36 



seq P1GFG36 



seq PTGFG3 6 



seq PTGFG3 6 



96G 

J_ 



970 



980 

_L 



950 



xooo 



GGCGGCAGTT GCAAGGAIGA CA TOATTCC TA1G.^ATGTr GGTGTCCc4 - 

-V° 1090 ,100 



lOSQ 
± 



TGGK^ZTTQAA GGAAAG^ACT CTGA-ATTAGll U- TA^.CATG T AAO.TT^GA 

1120 1130 ,1^0 



1150 



ATGG-CAGATG CGAGCAG-rTT TCT AAJ^AATA GTGCTG.JtAjI CAAGGTCGT^ 



IGCTCCTGTA CTCAGGG.VTA TCGi^rTIGdA^a..JXACO.G i. AGTCC-IGlGA 



seq pTGFG3^ACCAGCAGTG CCATTTCCAT GTGGAAGAGT TTCTGlT 

12.60- 1270 



^Sq PTGFG3^AGCTCACCCG TGCTGi>.GAC T G-ITTTTCCTC ATG^-GACTi. TCTA^.^TTC-l 

1^.^° 13S0 



seq PTGFG3 6 



seq PTGFG36 



seq PTGFG36 



seq PTGFG3 6 



1280 
I 



r 



CAAACTTCTA 
1300 



1330 
I 



ACTGAAGCTG AAACCATTTT GG ATAAa^TC AGTCAAAGci. CCCAi^,TCAr[ ~ 

^^^0 ■ 1370 • nflO * 

"^•'r^ . 13 90 140 0 



1380 



TAATGACrrC ACTCGGG-rr^^ riGGTCGAGA AGAt C-CO^.AA CCi^,GGTCAAi " 

1^0 



1410 

_L 



1420 



TCCCTTGGCA GGTTCTr-l-TG AATGGTAAAG TO ATGO^.d: CTGTCGAGGc " 



1460 



1470 



1480 



s^e^^ PTGFG36 



seq PTCFG3^AACATACAGA GCAAAAGCgA .P^T GTGAtA GAATTA/TrCC TCACCAC^C - 



seq PTGFG36 



seq pTGFG3e 



seq PTGFG3 6 



seq PTGFG36 



seq PTGFG3 6 



seq pTGFG3€ 



1490 
I 



1500 
1 



TCTATCGTrA ATGAAA^.r.TG GAT-IGTAACT GC TCCCCACT GIGTTGAAAC 

"-T ^5.^° 1S50 



TGGTGTTAAA ATTACAGny, TCGCAGGTCA A&J^ ^^ GAGGAGACAg " 



1S60 

± 



1S70 



isao 



159 0 



1600 



ieio 

I 



1620 
J. 



1640 
± 



TAC^^TGCAG CTATTA^.-aA GTAC AACCAT GAO^riGCCC TTCIGG^^ACT 

--^7^ 1^30 x«C 17.00 



169C 
I 



GGACCAACCC TTAGTGCTAA ACAGCTACGT TACACCTATi TCCATTCCTC 



1710 



1720 
I 



1730 



1740 



1750 



ACAAGGAATA CACGAAC:-,rC TTCCTCAAA T 1TC3ATCTCG CTATGTAAGT 

^^^^ 1730 17.0 1300 



1790 
1 



GGCTGGGGi^A GAGTCTTCCA CAAAGGGA GA TCA.GC^AG TTCTTCA GTA 



1810 



1820 

I 



1830 
± 



1840 
I 



1850 



CCTTAGAGTT CCACTTGTTG ACCGAGCCAC ATQ TOirrccL TCTACAAAdj: 

1900 



1S60 

_L 



1870 
I 



1880 

L 



1890 



TOVCO.TCTA TAACAACATG TTCTCTGCTC GCTTCCATgL AGGAGGTAgI 
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touenz pTCFGjo 13.12.1953 20:15 Uhr':, ; 



seq pTCFG3€GATTC;^.TGTC .^.GGAGATAG TG.^<<JACCC C^TGTIACTC iiJ^i3TCGA..Gi 



seq pTGFG3^GACaVGrrrC TTAACTGGi^I -rrATT AGCTC GGGTGi^AGAC^' TCTCC^ATCil 

2030 2040 • 2050 



seq pTGFG3€ 



seq pTGFG3c 



seq pTGFG36 



seq pTGFG3 6 



seq PTGFG3 6 



1910 
I 



L920 



1S30 



iS4G 



L550 



19o0 



L97Q 



1930 
I 



1990 



2000 
1 



2010 
I 



AAGGCAAATA TGGAATATAT ACCAAGGTAT CCCGGTATCT CAACTCGa4 

' 2080 .non J.oo 



2090 
± 



A-^-GGJ^_aAAAJ^. C^.^GCTOVC TT.V.TGGGAT CGGa-CGAGci GCCGCGACTC 

2-^^ 2120 2130 -)n^n 

I ^ I ° 2140 2150 



TACTAGAGGA TCTTTGTGA^, gga^ccttac ttctqtcgtc tcacataatt 



2160 



2170 



2130 



dl90 



2200 
I 



GGACi:.rACTA CCTACi^,GAGA rrTA^AGCTC TAAGGTA^AT ATAA:^.Trrj: 

222^ 2230 2240 ; - 2250 



seq pTGFG3^ TAAGTGTATA ATGTGTTA^. CTACTCATrC TAATOGTTTG TGTATTrTAG 

225^ 2270 2230 2290 2300 



seq PTGFG3 6 



seq PTGFG3 6 



seq PTGFG3 6 



seq^TGFG3€ 



seq PTGFG3 € AAAAAGCTCC ACTGCTATAC AAGAAAATTA TCGAAAAATA TTCTGTAACC 



seq PTGFG3 6 



seq PTGFG3 6 



seq PTGFG3 6 



2290 
I 



ATTCCAACCT ATGGAACTCA TGAJi.TGGGAG . CAGTGGT C-GA AlGCCrrTAA 

2320 23^0 2340 ■ . 2350 



. 23L0 
I 



TCAGGAAAAC CTGTTITGCT O.GAAGAAi^.T GCCATCTAGi GATGATCAGG 



2350 



2370 



2330 



2390 



2400 



CTACTGCTGA CTCTCAACAT TCTACTCCTC O^AAAAGAA GAGAAAGGTA 

2420 2430 2440 24S0 



2410 
± 



GAAGACCCCA AGGACTTTCC TTCAGA^TT G CTAAGTmT TCAGTCATCC 

2470 2480 2490 2500 



2450 
I 



TGTGTTTAGT Aa^TAQAACTC. TTGCTIGCTr TGCTATTTAC ACCACAPlAGG 



2510 



2520 

_L 



2530 



2540 



2550 

I 



2560 



2570 
I 



2580 

_L 



2590 



2600 



seq pTGFG3^TrTATAAGTA GGCATAACAG • TTATAATCAT AACATACTCT TTrTTCTTAC 

2630 



2510 
I 



2620 
± 



2640 
I 



2650 
I 



TCCACACAGG CATAGAGTGT CTGCTATTAA TAACTATIGCT CA^LA^ATIGT 
2660 2670 2530 



2690 



2700 
I 



GTACCTTTAG CTTTTTAATT TGTAAAGGGG TTAATAAGGA ATATTTGATG 
27^0 2720 2730 2740 2750 



2730 
± 



TATAQTGCCT TGACTAGAGA TCATAATCAG CCATACCACA TriGTAGAGG 
2"^0 2770 2730 2790 2300 



seq pTGFG3^TiTTACTTGC TTTAAAAAAC CTCCCACACC TCCCCCTCAA CCTGA^ACAT 

2840 2850 



2810 
J 



2820 
i 



2830 



seq PTGFGB^AAAAIGAATG CAATTGirrGT TCTTAACT TC rrTTATTCCAi Ct^^t^ ' ^ 
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3eq PTGFG3^TI.VC^^ ACCAATA^ci TCAd^ i^ CACAi.^ GoC ^H^ 

2940 * 2950 



seg PTGFG36 



seq; pTG?G3c 



seq pTGFG3c 



si:>T pTGFG3c 



2370 
± 



2S30 
I 



2390 



2900 
I 



OVCTGCATTC TAGTTGTCGT TTGTC CAiiar ^r^-^r- . ^ L 



2950 



^970 



2980 



2990 
I 



3000 



seg pTGFG36GTCTCG..T.:C CCGGGTACC C TCTAG-AGcJ ATT.aW TC^ ^ESi^ 



. ...^^ r ^GTr.KCTGGG P.^^CC ^jt CGTTACCCaI CTr lKiEgE^ 

3090 3100 



2060 
I 



J 110 



3120 
J 



3130 



3140 



3150 
I 



ACCGATCGCC CTTCCC^,=..c;. C-rrGCGCiV GC C^WGGCG AATGC-CGCc! 

'''^ '1?° ■ "00 



3150 



seq PTCFG36 GGTGCACTCT CAGT ACAATC IGCTcW CCGC^-rl . AAGCCAGCC ^ 

1 «^ 



seq pTGFG3e 



seg PTGFG3 6 



seg pTGFG3c 



sec 



pTGF G3 £ 



3190 
I 



GATCCGGTAT TrrCTCCTTA CGCATCTGO^ CGG TAnTcI CACCGCATAT 

^^^^^ ^240 3250 



JilO 
I 



32oO 
I 



3270 



3230 
I 



3290 



3300 
f 



CGA^CACCCGC CAAeACCCGC TGi^ CGCGCCC nr"- -^ -- ' -r^JL ^rr^ 

TG^v^v^-^'saCTT GTCTGCTCCC 



3310 



3320 
I 



3330 



3340 



3350 
I 



^GCATCCGCT TAC^C^A^^: CiX^TGACCG T OTCCGGGA^^ -K^^^tcTCTC 

^^00 



3350 
I 

-u. 



seq PTGFG3 6 



seq PTGFG3 6 



seq PTGFG36 



seq PTGFG36 



i5.^Grmc AccGTo^icA ccGA.^cGcd c^au-ac^aa I gggggggtaJi 

3440 3,so 



CAGCTTCGl^ GCTAGAAO^ CATG^^ ui GATivrc=^cl rCGTKGCVAG 



3460 



3470 



3480 



3490 



3500 
f 



3510 



3S20 
I 



3530 
I 



' J : • i I f - 3540 

se^^^GTCl^^iGiCA^^ 

'''' ^570 3S80 .s.n 3500 



3550 
I 



3590 
L 



AATGTGCGCG GAACCCCTAT TTC TTTAT^ rrCTAPJLTAC AT^CAAATAT 



3610 
f 



3620 



3630 



3640 



3650 

L 



C.TATCCGCTC ATGAGAC^VAT Ai^.CC CTCATA AATCCTToJ TAATATIGaI 

3^0 3680 3S90 



3700 



Ai^^^^GGAAOA^^ TATCAGTATT CAAC AriTCC GTGTCGCCC^ TATTCCCTtI 

3730 iT^in 



3710 
\ 



3720 



se<3 pTt;FG3 jrriXiCGGCA.^; TT^CCTrCC TGTTmGCT CACCcKgaJ CGCTGGTG J 



3750 



3770 
f 



3780 



3790 

J 



AGTAAAAGAT GCTGA^GATC AGTl^<.C'iXJC ACGAGTCGG-i TaEK^^^F^ 



3800 
I 
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ecuenz tdTGTGIS 13.12.1^^98 20: IS Uh'r 



seq PTGFG36 



seq pTGrG3 6 



seq PTGFG3 6 



seq pTGFG3 6 



seq pTGFG3 6GGO^TGACA.G TJUSlGAGJ^l^TT ATGCAGTCCT GCCT^Ti^J^.CCA TX3AGTGATAA 

4080 ^LOqo 4100 



seq PTCFG3 6 



seq pTGFG3£ 



seq pTCFG3^GAACCGGAGC TGAATGAAGC O^TACCAAiVC GACGAGCGTG ACACCACGAT 

<'210 4230 A-}An 



seq PTGFG36 



seq PTGFG36 



seq PTGFG36 



se< PTCFG36 



3310 



3820 

. I 



3S30 
I 



3£4Q 



3350 



TGGATCTO^:!, O.GCGGTAii.G ATCCTTGAGA GTITTCGCCC CGAii.G;iACGT 



3o6a 



3870 
i 



3320 



3890 



3900 
I 



TTTCCi^ATGA TGAGO.CTTT TAAAGTTCTG CTATGTGGCG CGGTATTATC 

3950 



39L0 

L__ 



3520 
I 



3930 
I 



3540 
J. 



CCGTATTGAC GCCGGGCAAG AGCAACTCGG TCGCCGCATA CACTATTCTc" 

3990 3590 4aQQ 



29SQ 
I 



3570 

_L 



AGAATGACTTT GGTTGAGTAC TCJ^,CC.\Qi:CP. CAGAAAAGC ^. TCTTACGa4 " 



4010 
I 



4G20 



4030 



4040 



4050 
1 



4060 

I 



4070 

I 



4090 

_L 



CACTGCGGCC A=..CTTACTTC TCACAACGAT CGGAGGACCG AAGGAGCTAi 
"^^^^ 4120 4130 4140 4150 



CCGCTTTTTT. GCACAACATG GGGGATCATG TAACTCGCCT TGATCGTTGG 



41SQ 
I 



4170 



4180 



4190 



4200 
I 



4=220 
± 



4230. 
1 



4240 
L 



GCCTGTAGCA AI'GGCP^^CAA CGTTGCGCAA ACTATTA^^XT C-GCGAACTAC 



42SQ 
± 



4270 
I 



4280 



4290 
_L 



4300 



TTACTCTAGC TX'CCCGGCAA O-ATTAATAG ACTGGATGGA GGCGGATAA^l 
4310 4320 4330 4340 4350 



GTTGCAGGAC CACTTCTGCG CTCGGCCCTT CCGGCTGGCT GGTTTATIGC 
4350 4370 4380 4390 ' 4400 



4390 
1 



TGATAAATCT GGAGCCGGTG, AGCGTGGGTC TCGCGGTATC ATTGCAGCAC 



4410 



4420 

I 



4430 



4440' 



4450 



seq pTGFG3^TGGGGCCAGA TGGTAAGCCC TCCCGTATCG TAGTTATCTA CACGACGGGG 

447 0 



44G0 

± 



4480 

I 



4490 
I 



4500 
I 



seq PTGFG3 ^ AGTCi\GGCA?L CTATGGATGA ACGAAATAGA CAGATCGCTG AGATAGGTGC 

4510 4520 4530 45.40 4550 



4530 
I 



4540 
I 



seq PTGFG3 €j CTCACTG ATT AiVGCATTGGT AACTGTCAGA CCAAGTxTAC TCATATATAC 

4570 



4SoO 
I 



4530 
_L 



4590 



4600 



seq PTGFG36 TTTAGATTGA TTTAAAACTT CATTTTTAAT TTAAA?^GGAT CTAGGTGAAG 

4ol0 4620 4630 



4640 
1 



4650 
I 



seq PTGFG36 ATCCTTTTTG ATAATCTCAT GACCAAAATC CCTTAa.CGTG AGTTTTCGTT 

4660 4670 4680 4700 



seq PTGFG3 6 CCACTGAGCG TCAGACCCCG TAGAA^^AGAT CAAAGGATCT TCTTGAGATC 



4710 



4720 
I 



473 0 

L 



4740 



4750 
I 



seq PTGFG3 6 CTTTTTTTCT GCGCGTAATC TGCTGCTTGC AAAe=^J^?xAAA ACCACCGCTA 
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seq pTCFG3c 



.13 .12 .lr::-8 



475G 



10 :1€ Uhr 



4770 



4730 



479C 



4300 



seq PTGFG36 



CC.GCGGTGC- T^TTrCCC CG^TC^KO,t Z^.cC^^,cT!z TTrTTCCG^ 

"30 ,340 ,350 



'''' 



seq PTGFG36 



^-TAACTGGC TTCAGC^GAG CGC^AtIE^ ^^.TACTGT^ CTf ^i^^TC^ 



4830 



" ^ L I 1 



4950 
I 



4S70 



49S0 



4990 



SOOQ 



5040 



5010 



"-^^ 5030 .n,„ 3,,, 




seq PTGFG3 6 



seq PTGFG3 6 



sec; ^ ,TGFG3€ 



seq PTGFG36 



seq PTGFG3 6 



TATAGTCCTG TCGGGTTTCG CCACC TCTGi C^^^-nr^^l ^> ^ 



5250 



52 50 



S270 
I 



5280 
L 



5290 



^•X^CTCGTCA GGGGGGCGci GC CTATCGi^i, AAA ^ O^c-C AAC6CG6CCT - 



5300 
J_ 



53 LO 



5320 



5330 
1 



5340 



'rx^ACGGjr CCTG GCCTrT. TGeLX^CCTj- OTCCTCAe i^-iiiE^H^ 



5350 



5360 



S370 



53S0 



5390 



5400 



GCGTTATCCC CTCATT CTCT GGATAACrr4^ 3iT^^ L 

v-xv^x v^-^i^^^vcCGT ATTACCGCCT TTGAGTCAGC 

^^■2^ 543 0 ' 5440 / S4S0 



5410 
I 



5440 
I 



seq PTGFG36 



seq PTGFG36 



seq PTGFG3 6 



seq PTGFG3 6 



seq pTGFG3c 



T^ATACCGCT CGCCC^CAGCC GAACGACC GCGCAGCGA^ TCAGTGAGCG 

5480 5490 



5450 

JL 



S500 
I 



AGGJ^AGCGGA AGAGCGCCCA ATACG OUVAC CGCCTCTCCC CGCGCGTIGG 

S540 55.50 



CCGATICATT AATGCAGCTG CCACGA O.GG TrrcCCGAc4 GGAAAGCGGG 

SS90 S600 



CAGTGAGCGC /^-ACGCAATTA AT GTCAGTtA GCTCAC'rcA-]: TAGGCACCCC 

SS30' 5S40 



S620 

_L 



SSlO 

1 "1" 5540 S6S0 

AUU^-^ACA CTTTA-ICCT^ C CGGCTCGTi TGTrOTG^ AAXIGTGAGC 



5670 



5630 



5690 5700 
^^ATAACA^T .T-rCi^.CAe:.GG AAACAGOTA T GACC^^.TCATT ACGCCAAGCT 
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ecuenz dTG?G36 13.12.1:^-33 20:15 Uc-r r 



seq PTGFG3 6 



. seq PTGFG3 6 



5710 



5720 



5730 



5740 



S750 



CTCTACSAGCT CTAGAGCTCT AGAGCTCTAG AGAGCrTCCl TGCCTGC^.Gg " 
• 5750 



5770 
I 



TCG 



5730 
I 



5790 



5300 
( 
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i .seq '.pTGFGcT 



2C-; 



50 
I 



AbbiJdimg ^ 



i seq pTGFGo7 



L seq pTGFGa7 



.(^u-.-i^ -"---TTACGGGG 

70 gfl 
;:; \ I t • 5<3 . 

• ^^-^^-^^.aiT JLiCTTACGGT 



126 



IjQ 
I 



1 



ISO 



150 

I 



no ,„ carmi^oT 

L seq pTGFGo7|CAA?GGGTCG i^.G TArriUi,CG G-^WcrT--r 7^^" ' li! 

' 270 



200 
I 



- seq pTGFGa7 



2cG 
I 



• seq PTGFG67 



seq pTGFGg7 



230 



3G0 
) 



310-. 
I 



CCGC-CTC-GO. TrATGCCCAG TAO-Tx:arc!^ t^-t- ' ^ ^ 

C. T.-.^^v.-v.-ACTT TCCTACrrC-C- 

53G 



^^^^^^^^^^^^^^^^^^ 

T 



GCAGTACA.TC AATC-C-GCC-TG GA.TAGCC-C--r4^ IGar— ^rr-^ ^^.^ ^ 

4ffa ii7n 



seq pTGFGS" 


/GTCTCCACCC CA.TTG.^,CGTC iL?L-rc-GG,^GTr i ^ 

520 ^ " 


seq P1GFG6- 


/ ^^-<^-C;.ACTTTC CJUViLiLTCTCG TAAC^acTCC r-r-r-.-.:v^^ i L- 

-^l^C ^^^.v^w^.TTGA CGCiliLa.'IGGG 

I f f° 590 goo 


seq PTGFG5' 
^'^^ PTGFG67 


^ CGGT:.C-GCGT .GT..CGCTGGG ^<^^'^^^r^ 






seq: PTGFG67 
seq PTGFG67 


^ . -^-^<- AA,.crra«:c tccac-c:^ c^cce^coAcI CTxcTi^.^ 

"'^^ 720 

1 1 7*0 750 




ATCTTTGTGA AGGAACCTT^ CTT-^tv-^-^ ^^^;r ^ 1— 

^^-^.^..^Li.. GTGACATAAT TGGACAAACT 

"^f^ 770 70a 

• f ( 790 aaa 


seq PTGFG67 


-'vccT^.c^c-.:- ^.rrr..^n^cT co-.^Tiuu. u^TA.^^.Tri: rrAAGTGTA^ 

-V 


seq PTGFG67 
seq pTGFg"67 


-™tgtx.^. ACTACTX3i.Tr cT.n.=.Tiorrr Oic-TAT-rrri o.TTCCi^.cc 




.-^.•-r^AACTG ATGAATGGGA GCAC-T^tcG KS^crrri. ATOAC-OA.=.,i 

220 

- 1 1 • ^1° 9^0 950 


seq PTCFG67 < 


^CTGTTTTGC TCAGAAGAAA TGCCflTCTAG nv- ^ ty- ^ nrv^ . i ^ 
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: .1 . 12 ■ 19 
550 



21:02 :rr .r 

I 



I 



secj pTGFG67 



seq pTGFG67 



seq pTGFGo7 



seq pTGFG67 



seq pTGFG67 



l^vxz pTGFG67 



seq PTGFG67 



seq pTGFG67 



seq pTGFG67 



seq pTGFG67 



sec' ^TGFG67 



seq pTGFG6:7 



*:eq pTGFGS" 



950 
I 



iGOQ 



ACTC'.C]i_\C-\ TTCTA^CTCCT CC.\AJL2L\Ji.GA AGAGA^.^GGT .i-GA.\G?.CCCC 



LO LO 



L02C 



LQ3Q 



AAGGACTTTC CTTCAGAtlTT 
1060 i07G 



105C 

1 L I 

.-JlGTTTT TTG^lGTOlTG ctgtgtttag 

IQSQ 109 0 1100 



TAiLT--.GAA.CT CTTGCTTGCT TTGCTATTTA a=LCCACj5ji.G GAiwVilAGCTG 

^V*^ --^'^ IISO 



1110 
I 



112Q 
I 



CACTGCTATA C^^GAAAATT ATC-a^^AAT ATTCTGTAAC CTrTATAi^.GT 




AGGCATAACA GTTATAATCA TAACATACTG 

1210 1220 1230 

I I 



:CTTA CTCCACACAG 



1240 

_L 



1250 



GCATAGAGTG TCTGCTATTA ATAaCTATGC TCL^u^J^u^ArTG TGTACCTTTA 

1280 1250 - i3Ca 



12 SO- 



1270 

1 



GCTnXTAAT.TTGTAIUVGGG GTTAATAAGG AATATITGAT GTATAGTC-CC 



13 10 



1320 

I 



1330 



13 40 

L 



1350 
I 



TTGACTAGAG ATCATAATCJi. GCCATACCAC AT^O'^AGAG GTTTTACTrG 



12 60 



1370 



IjoO 



1390 



i<^bo 



CTTTi^^-JLAAA CCTCCCACAC CTCCCCCTGA ACCTGAA^OL TAAAATCAAT 
1410 ^JL° 1^3 0 1440 



1450 

i_ 



GCAAT-rGXTG TTGTTAACTT G1TTATTGCA GCTTATAATC GTTACAA.\TA 

1470 1480 1490 



1460 



1500 
I 



AAGCAiiTAGC ATCACAAiVrT TCACAAATAA AGCATTTTTT TCACTGa^VTT 



ISIO 



1520 



1530 



1540 

L 



1550 
I 



CTAGTi.GTGG TXTGTCCAaA. CTCATCAATG TATCTTATCA TGTCTGGATC 



15S0 



1570 



1580 



1590 
I 



1600 

I 



seq pTGrG67 CCCGG-GTACC CTCTAGAGCG AATIAATTCA CTCGCCGTCG TTTTACAACG 



1510 



1620 



163 0 
1 



1640 



1650 



tcgtg:;^.ctgg gaaaaccctg gcgttaccca acttaatcgc cttgcagcac 



1660 



1670 

I 



16S0 



1590 



1700 

I 



seq pTGFGSTj ATCCCCCTTT CGCCAGCIGG CGTAATAGCG AAGAGGCCCG CACCGATCGC 

1740 1750 



1710 



1720 



1730 
[ 



seq PTGFG67 CCTTCCCAAC AGTTGCGCAG CCTGAATGGC GAATC<:-CGCC TGATCCGGTA 



1760 
I 



177 0 
I 



1780 
I 



1790 
I 



1300 
I 



seq pTGFG67jTTTTCTCCTT ACGCATCTGT GCGGTATTTC ACACCCCATA TGGTGCACTC 

1840 



ISLO 
I 



1820 

± 



1830 
1 



1850 
I 



seq pTGFGo7 TCAGTACAAT CTGCTCTGAT GCCGCATAGT TAAGCCAGCC CCGACACCCG 



18G0 



1870 



1880 

I 



1S90 
I 



1900 
I 



CCAACACCCG CTGACGCGCC CTGACGGGCT TGTCTGCTCC CGGCATCCGC 
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gecuens o TG?Go7 12 .12 1 ; 21:02 b hr. 
I seq pTGcG67 



L seq pTGrG67 



L seq P-TGFG67 



L seq PTGFG67 



L seq pTGFGo7 



seq pTG?G67 



I 



1950 



TTACAGAOyi. GCTGTGACCG TCTCCGGGAG CTC-CS-.rQrQT CAGAC<:ri4 " 
CACCGTCATC ACCGAaACGC GCGi^.GACGAiL AGGGCGGGTA CCi^GCTTCGT 



AGCT,.^..^u.^:, TCATCTICTG GGATAT CAGC TlX:GTAC: Eir GAAOTCATC 



20SQ 
± 



TTC.TGGT.a.CC CCCCTCGTGA TACGC CT^TP 'rTv^^•^^-T>i — ^ 

213 0 2140 21S0 



2110 
I 



212C 
± 



TAATAATGGT TrCTTAGACG TCAGGT C-Cci CTr-ITCGGGC. AAATGIC-CGC ' 



- P1GFG67 



SSQ pTGFGo? 



seo PTGFG67 



. seq PTGFG67 



seq pTGFGS 



2180 

± 



GGAACCCCTA TTIGTTrATT TTTCTP^tL CAT^^i.a.TA TGTATCCGCT 

222^ 22.30 2240 . 2250 



CATCAGAC^JV Ti^ACCCTCAT i^JU>.1GCTTci. AT AJ^.TATrci AAAAGGAi^jGA 

2290 2290 ^^OO 



2290 

L 



GTATGAGTAT TCAi..CAmc CGTG TCGCCC yTAOrrCCCTi- TTrTCCGGel 



2310 



2320 



2330 



2340 



2350 



TrrrCCCTTC CTGTTTTTCC TC^.CCCAGAA ACGCXri CTGA aagtaaa.^gJ 

2330 2390 2400 



2360 



TCCTGAAGA? CAGTTGGGTG CA CGAGTCGG TTACATCGi^I ClGGATCTci r 

2«C 2450 . 2450 



se - - PTGFGS7 



seq PTGFG67 



seq pTGFGS 



seq PTGFG57 



ACAGCGGTAA GATCCTIX^AG AGT mCGCC CCGi^J^^AACcl mTCCAAT^ 

2480 * 2490 2500 



ATCAGCACTT l^JU^GTTCT. GCTATCTGGc!: GCGGTt W CCCGTAnJ 

"f^ 2540 2550 



2530 
1 



2540 
I 



CGCCGGGCAA GAGeaACTCG GTCGC CGCAT ACACTATTCT CAGAATGACT 



25o0 



2570 



2580 
I 



2590 



TGGT-rGAGTA CTCACCAGTC ACAGAAAAGC ATC TTACGgI TCGCATCAci 



2600 
± 



2olC 
I 



2620 



seq PTGFG67 



seq PTGFG67 



seq pTGFGq7 



2630 



'^2640 
I 



2650 
I 



GTA-AGAGAAT TATCCAGTGC TCCCATAACC ATCAGTGATA ACACTCCGGC 

2700 



2 660 
I 



2670 
I 



2680 
I 



2690 

I 



CAACTrACTT CTGACAACGA TCGGAGOAci GAAGGACCTA ACCGCTT-Trr 
2710 2720 2730 274C 



2730 
± 



2750 
i 



TGCACAACAT GGGGGATCAT GTAi^.CTCGCC -TIGATC Gnx^ GGAACCGGAG 

2300 



27S0 
I 



2770 
I 



2780 
I 



2790 
I 



CTC^.ATCAAG CCATACCAAA CGACGAGCGT GACACO.CGi TGCCTCTAGC 

2320 2830 2840 2350 
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22oQ 23^/0 - • < 2o3G " ' 2c5j90 29Ga"" 


seq pTG?G67 


CTTCCCGGCJi. pLOu^TTJiATJi. GACTC-GATGG AGGCC-GATAA .^.GXTGC^iGGA^ 
291G 2920 2920 29«. 2550 


seq pTCFOS"/ 


CCACTTCTGC GCTCGGCCCT TCCGGCTGGC TGGTTTATTG CTGATAiATC 

29S0 2S7G 2530 2990 3000 
' ' 1 1 


seq pTGFG67 


TC-G-2>;3CCGGT GAGCGTGC-C-T CTCGCGGTAT CaTTC-CT-vGCA CTC-GGGCC^G 
2010 3020 3030 3040 3050 

t 1 1 1 1 


seq pTGFG67 


ATGGTAAC-CC CTCCCGTATC GTAGITATCT AC?.CGACC<:-G GAGTCAGG-CA 
30S0 3070 30SO 3.090 3iO0 


seq pTGFG67 


ACTATGGATG ASlCGAAATAG ACAGATCGCT GAGATAGGTG CCTCilCTGAT 

3110 3120 3 13 0 3L4C 3 L50 
I 1 ' 1 . 1 1 

— : L_- — . — , ! I: L 1 


seq pTGFG67 


TAaGCATTGG TAACTGTCAG PiCCAAGTTTA CTCATATATA CTETAa^TTG 

3 ISO- 3L70 3180 3190 . 3 200 
1 ... I 1 1 1 


slB^ pTGFGo7 


ATTTAAA\CT TCATTTTTAA TTTAAAAGGA TCTAC-GIGAJ^ GATCCTTTTT 

3210 3220 3230 3240 3250 

\ L 1 1 1 


seq pTGFGo" 


GATAATCTCA TGACCAAAAT CCCTTAACGT GAGTTTTCGT TCCACTGAGC 

3250 3270 . . 3230 3290 3300 
1 1 I I 1 


seq pTGcG67 


GTCAGACCCC GTAGAAA^GA TCiU^AC-GATC TTCTTG.'j:LaT CCTTTTTTTC 

3.310 3320 3330 3340 3350 
1 1 1 1 1 


seq pTGFG67 


TGCGCGTA^.T CTGCTGCTTG CAAaCAAA=A AACCACCGCT ACCAGCGGTG 

3350 3370 3330 3390 3400 
111)1 


seq PTGFG67 


GTTTGTTTGC CGGATCAAGA GCTACCAACT CTTTTICCGA AGGTAACTGG 

3410 3420 3430 3440 34S0 
1 1 1 i . ( 


ser PTGFG67 


CTTCAGCAa^i GCGCAGATAff.. CAAATACTCT TCTTCTT-jSTG TAGCCGTAGT 

34^0 3470 3480 3490 3500 
( [ f 1 1 


seq pTGFG67 


Xi^GCCACCA CTTCAAGAAC TCTGTAGCAC CGCCTACATA CCTCGCTCTC 

3510 . 3520 . 3530 • . 3540 3550 
L \ 1 ■ • ' 1 1 


seq PTGFGS7 


cta^lTCCtgt taccagtggc tgctgccagt ggcgat:a.gt cgtgtcttac 

3550 3570 3530 3590 3S0O 
! f 11 1 


seq pTGrG67 


CGGGTTGGAC TCAAGACGAT AGTTACCGGA TA?.GGOJC.\G CGGTCGGCCT 

3610 3520 3630 3640 3650 
I I f 1 1 


seq PTGFG67 


GAACGGGGGG TTCGTGCACA CAGCCCAGCT TGGACCCi\AC GACCTACACC 

35o0 3570 3680 3690 3700 
f 1 1 1 1 


seq PTGFG67 


GA=lCTGAGAT ACCTACAGCG TGAGCTATGA GAA-aGCGCCA CGCTTCCCGA 

3710 3720 3730 3740 3750 
1 1 I I.I 


seq PTX3FG67 


AGGGAGAAAG GCGGACAGGT ATCCGGTAAG CGGCAC-CGTC GGAACAGGAG 
3760 3770 3730 3790 3300 


seq PTGFG67 


AGCGCACGAG GGAGCTTCCA GGGGGAOlACG CCTGCTATCT TTATAGTCCT • 
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sea pTGFGc"/ 


GTCGGGTTTC GCCilCCTCTG ACTTGAGCGT CGATITTTGT GATC-CTCGTC 

3370 . ;aaa .3350 . 3900 


se<3 pTGFGc7 


AGGGGGGCGG AGCCTATGGA AAA.a.CGCCAG CA..CGCGGCC rrrTTACGGl 

' 3^50 


seq pTGFGol 


TCCTGGCCTT TTGC1GGCCT TTIGCTCACA TC-TTCTTTCC TC:^GTrA1X:C 


secj PTGFG67 


CCTGATTCTC TGGATAACCG TATTACCGCC TTIGAGTCAG CTGATACCC^ 

'V' 


seq: PTGFG67 


rcC-CCGCAGC CGAACGACCG AGCGCAGCGA G'rc:AG'IGAG<!: GAGG^SS^ 

*T ■ '^-^^ 


seq PTGFG67 


AAGAGCGCCC AATACGCAAA CCGCCTCTCC CCGCGCGTIxi GCCG^-^raT 

"m"' 


leq PTGFG67 


TAATGCAGCT .GGCACGAai.G GTTTCCCG!VC TGGi^tiicrrr rrarTv-^r-r-J^ " 


seq PTGFG67 


CAACGCAA.TT A.\TGTGAGT^ ^LGCTCi^CTCi^ TT^orCArnr r:^nnr^rr^^l 
I *Y 42<10 4250 


seq PTGFG57 


ACTTTATGCT TCCGGCTCG- A.^-TTGTGTC- Gi-.nXJTGAG CGGATAAcJ. 

."r° *27Q 4280 4290 . 4300 


^•eq PTGFG67 


rrrcACACAG G-JIACAGCTA TGACCATGAT TACGCCAAGC TCTCTAGAC-<!: 
^'|'° • 43,^0 43S0 


seq PTGFG67 


TCTAGAGCTC TAGAGCTCTA GAGAGCTTCC ATCCC1GCAG GTCG ~^ 
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Abbildung 48c 



Abbi Idling 48d 

Korrespondierende licht- (a und c) und fluroeszenzmikroskopische (b und d) Aufnahmen 
von HeLa-Zellen, die mit pTGFGS (a und b) bzw. pTGFG20 (c und d) transfizien wurden. 
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